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1 Einleitung  
1.1 Rheumatoide Arthritis 
Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemische, entzündliche Erkrankung des 
Bindegewebssystems mit einer chronischen Verlaufsprognose, die vorrangig diarthroidale 
Gelenke betrifft und zur Zerstörung der Gelenkhaut (Synovia), des Knorpels und des 
angrenzenden periartikulären Knochengewebes führt. RA gehört zum großen Formenkreis der 
rheumatoiden Erkrankungen, wo sie die klassische Form der autoimmun-entzündlichen 
Variante darstellt. Andere Formen autoimmun-entzündlicher Rheumaerkrankungen sind unter 
anderem die Spondylitis ankylosans (Morbus Bechterew), Psoriasis-Arthritis, juvenile 
idiopathische Arthritis sowie Kollagenosen (systemischer Lupus erythematodes, Sjögrens-
Syndrom, Sklerodermie) und Vaskulitiden (z.B. Morbus Wegener). Zusätzliche Kategorien 
der Rheumaerkrankungen umfassen degenerative rheumatische Erkrankungen (Arthrose), 
Stoffwechselstörungen mit einhergehenden rheumatischen Beschwerden (z.B. Gicht) oder 
rheumatische Schmerzerkrankungen der Weichteile („Weichteilrheumatismus“) die 
Muskulatur und Sehnen betreffen können (z.B. Fibromyalgie). Erste Symptome der RA sind 
charakterisiert durch Schwellung, Erwärmung und Rötung als typische 
Entzündungssysmptome, der sogenannten Synovitis. Diese manifestieren sich bevorzugt in 
den Gelenken der Handwurzelknochen, den Fingergrundgelenken 
(Metacarpophalangealgelenk) sowie den proximalen Interphalangealgelenken. Weniger 
verbreitet, aber auch zu beobachten, ist das Auftreten von RA in Hand-, Knie-, Ellenbogen-, 
Schulter-, Zehen-, Fuß- und Hüftgelenken sowie in Bereichen der Halswirbelsäule. 
Typischerweise treten die Symptome symmetrisch auf. Neben den initialen 
Entzündungsprozessen führt der weitere Verlauf zur Degeneration von Knorpel- und 
Knochengewebe in den gelenknahen Bereichen, die schlussendlich Gelenkdeformation und 
eingeschränkte Beweglichkeit mit massiver Einschränkung der Lebensqualität zur Folge hat. 
Extra-artikuläre Komorbiditäten der RA können sich in pulmonalen, okularen, kardialen, 
neuronalen, kutanen, renalen und vaskulären Symptomen manifestieren (1). RA tritt mit einer 
Prävalenz von 0,5-1% in der Gesamtbevölkerung auf, wobei der Anteil in fortgeschrittenen 
industrialisierten Nationen höher ist als in Ländern aus Wachstumsregionen (2, 3). Frauen 
sind etwa dreimal häufiger betroffen als Männer. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt 
zwischen 40 und 60 Jahren, grundsätzlich kann RA jedoch in jedem Lebensabschnitt auftreten 






RA ist eine Autoimmunkrankheit mit multifaktoriellen Ursachen. Hierzu gehören sowohl 
genetische und immunologische Faktoren, als auch Umweltfaktoren. Die Autoimmun-
Hypothese bildet einen wichtigen Pfeiler in der Ätiologie der RA. Bereits 1939 entdeckte Erik 
Waaler den sogenannten Rheumafaktor (RF) in der Globulin-Fraktion von RA-
Patientenserum, der die Agglutination von Schafsblutzellen induzieren konnte (8). 
Rheumafaktoren bilden eine Klasse von Immunglobulinen (Ig) verschiedener Isotypen (IgA, 
IgM, IgG), die von B-Zellen synthetisiert werden, und besitzen unterschiedliche Affinitäten 
gegen körpereigenes IgG und sind ein wichtiger Bestandteil der RA-Diagnostik (9, 10). Im 
Verlauf der letzten Jahre wurden weitere Autoantikörper mit Spezifitäten gegen citrullinierte 
Proteine (anti-citrullinated peptide antibodies, ACPA), wie z.B. Vimentin, -Enolase, 
Fibrinogen oder Kollagen Typ II, carbamoylierte Proteine, Glucose-6-Phosphat-Isomerase, 
gp39, Filaggrin, cartilage-specific membrane antigen CH65, Calpastatin, Calreticulin sowie 
Kollagen Typ II, beschrieben (11, 12). Autoantikörper wie RF und ACPA können teilweise 
schon Jahre vor dem Auftreten erster RA-Symptome im Patientenserum nachgewiesen 
werden (13). ACPA wurden, zusätzlich zum RF, im Jahr 2010 in die RA-
Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology (ACR) und der European 
League against Rheumatism (EULAR) aufgenommen, da ACPA-positive RA vor allem mit 
schweren Verlaufsformen assoziiert wurde (14, 15). Neben B-Zellen sind auch autoreaktive 
T-Zellen, deren Reaktivität hauptsächlich gegen citrullinierte Proteine gerichtet ist, an der 
Pathogenese der RA beteiligt (16-18). 
Durch genome-wide association studies (GWAS) wurde in den letzten Jahren eine immer 
noch anwachsende Liste von Genloci identifiziert, die mit einer Prädisposition für RA 
assoziiert werden (19, 20). Die größte Assoziation für Suszeptibilität und Schweregrad von 
RA besteht mit spezifischen Allelen des MHC Klasse II-Locus HLA-DRB1, besonders mit 
den Allelen HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04 und HLA-DRB1*10, die an Position 70-74 eine 
bestimmte Aminosäurekombination, das sogenannte „shared epitope“, kodieren (21-24). Die 
Existenz protektiver HLA-DR-Allele, die an dieser Position ein DERAA-Motiv aufweisen, ist 
bisher nicht eindeutig bewiesen (25, 26). Weitere bekannte, nicht HLA-kodierende 
Risikogene sind PTPN22 (protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22, lymphoid) (27-
29), STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4) (29, 30), PADI4 (peptidyl 
arginine deiminase type IV) (21, 31) sowie TRAF1 (TNF-associated factor 1) (32, 33), IRAK1 
(interleukin-1 receptor-associated kinase 1) (34), FCGR3A (low affinity immunoglobulin 






(36) und CYB5A (cytochrome b5) (37). Je nach ethnischer Herkunft können verschiedene 
Gene das Risiko für RA bestimmen. So wurde in Studien aus Kanada, Europa und den USA 
eine starke Assoziation mit PTPN22 gefunden, während in asiatischen Populationen eher der 
Polymorphismus von PADI4 mit einer stärkeren RA-Prädisposition assoziiert ist (38-42). 
Neben genetischen Ursachen, die etwa 50-60% des Risikos an RA zu erkranken ausmachen 
(43), wird auch verschiedenen Umweltfaktoren eine große Rolle zugeschrieben. Eine 
Hypothese geht von mikrobiellen Stimuli (Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, 
Mycoplasmen, Proteus mirabilis und Klebsiella pneumonia) als auslösendem Agens für RA 
aus, die bisher aber nicht ausreichend wissenschaftlich belegt wurde (44, 45). Infektionen mit 
Porphyromonas gingivalis, dem Hauptverursacher von Periodontitis, zeigen dagegen eine 
große Korrelation mit der Inzidenz von RA (46). Einige Forscher haben eine Beteiligung der 
natürlichen mikrobiologischen Flora an der Pathogenese von RA postuliert, aber auch für 
diese These gibt es bisher keine eindeutigen Beweise (47, 48). Weiterhin werden virale 
Infektionen mit Parvovirus B19 (49, 50), Cytomegalievirus (51), humanen endogenen 
Retroviren (52) und vor allem dem Eppstein-Barr-Virus (EBV) (53) als Auslöser für RA in 
Betracht gezogen, obwohl die Erforschung grundlegender Mechanismen weiterer Studien 
bedarf. Neueste Forschungsergebnisse zeigen eine mögliche Kreuzreaktion von Antikörpern 
gegen citrullinierte EBV-Proteine mit citrullinierten körpereigenen Proteinen (54). 
Weitere Umweltfaktoren wie Rauchen (55), Übergewicht (56), Alkohol- und Kaffeekonsum, 
Vitamin D-Mangel, Hormonlevel, sowie der sozioökonomische Status eines Individuums 
können die Entstehung von RA beeinflussen (57). Auch psychologischer Stress kann an der 
Entstehung und im Verlauf von RA mitwirken (58, 59). 
Das Zusammenspiel von genetischen Risikofaktoren, prädisponierenden Umweltfaktoren und 
das Vorhandensein von autoreaktiven Antikörperspezies kann nach einer Phase der Toleranz 
den Übergang von der asymptomatischen in die symptomatische Phase der RA koordinieren.  
Das charakteristische Merkmal von RA, die Zerstörung von Knorpel und Knochen in den 
periartikulären Gelenkregionen, wird durch hyperproliferierende Zellen der Membrana 
synovialis initiiert, die eine invasive Gewebsform ausbilden, den sogenannten Pannus. Die 
Synovialzellpopulation setzt sich hauptsächlich aus Fibroblasten-ähnlichen und 
Makrophagen-ähnlichen Synoviozyten zusammen. RA Fibroblasten-ähnliche Synoviozyten 
(RASF) zeichnen sich durch einen invasiven Phänotyp mit reduzierter apoptotischer Aktivität 
aus, die durch Ausschüttung von Matrixmetalloproteinasen und Kathepsinen, sowie durch 






periartikulärem Knochen induzieren (60). Lokale hypoxische Bedingungen wirken zusätzlich 
förderlich auf den invasiven Phänotyp der RASF (61). Makrophagen, sowie die daraus 
differenzierten Osteoklasten, gehören zu den wichtigen Schlüsselzellen der RA, auf die in 
Abschnitt 1.2.2. genauer eingegangen wird. Initiation und Persistenz von RA wird durch die 
komplexe Interaktion von Zellen des adaptiven Immunsystems, wie B- und T-Lymphozyten 
und antigen-präsentierenden dendritischen Zellen, mit lokalen, löslichen und zellulären 
Faktoren vermittelt (62-64). Wichtige humorale Mediatoren in RA sind Zytokine wie 
Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-23 und vor allem Tumor-Nekrosefaktor (TNF), die an der 
Regulation einer Vielzahl inflammatorischer Prozesse beteiligt sind (65). Als weiterer 
humoraler Faktor, neben den Zytokinen, spielt die Aktivierung des Komplementsystems eine 
große Rolle in der Pathogenese von RA (66).  
Das konventionelle Therapie-Regimen für RA umfasst First-Line symptommildernde 
Medikamente wie nicht-steroidale anti-inflammatorische Medikamente (NSAID) (z. B. 
Analgetika), sowie Immunsuppressiva (z.B. Glukokortikoide) (67, 68). Die Basistherapie 
erfolgt hauptsächlich mit DMARDs (disease-modifying anti-rheumatic drugs) wie Standard 
Methotrexat oder Sulfasalazin und Hydroxychloroquin (67, 68). Verstärkt hat sich in den 
letzten Jahren der Einsatz von sogenannten Biologicals als Ergänzung bzw. Alternative der 
Standard-Basistherapie. Biologicals können rekombinante Antikörper, rekombinante 
Rezeptoren oder Moleküle sein, die gegen zelluläre immunologische Strukturen gerichtet sind 
und deren Wirkung blockieren. Beispielsweise blockt Abatacept die T-Zell-Kostimulation, 
Etanercept und Infliximab blockieren TNF und Rituximab induziert die Depletion von B-
Zellen (67). 
Die unmittelbare Erforschung der humanen RA wird erschwert durch ethische Richtlinien, die 
schwierige Materialzugänglicheit früher Erkrankungsstadien und die komplexe, 
multifaktorielle Ätiologie, die die gesamtheitliche Betrachtung des Zusammenspiels von 
Immun-, Nerven und endokrinem System mit den lokalen humoralen und zellulären 
Mediatoren erfordert. Aus diesem Grund wurde eine Vielzahl verschiedener Arthritis-
Tiermodelle entwickelt, die in Verlauf und Symptomatik der Pathophysiologie der humanen 
RA ähneln. Neben der Analyse von komplexen Zusammenhängen, erlauben Tiermodelle die 
Analyse der spezifischen Beteiligung einzelner Moleküle (knock-out-Modelle) und Zelltypen 
sowie die Erprobung neuer Therapeutika. In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell der 







1.1.1 Tiermodell: Kollagen Typ II-induzierte Arthritis 
Experimentelle Arthritis-Studien werden größtenteils in Mäusen und Ratten durchgeführt, nur 
wenige andere Modelle sind bekannt, wie z.B. Studien in Kaninchen, Hunden und nicht-
humanen Primaten (69). Für die Induktion von Arthritis in diversen Maus- und 
Rattenstämmen, kann eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen verwendet werden: 
Kollagen Typ II (CII)-induzierte Arthritis (CIA), Adjuvant-induzierte Arthritis, Cartilage 
oligomeric matrix protein (COMP)-induzierte Arthritis, Öl-induzierte Arthritis (Pristane, 
Squalen), Avridine-induzierte Arthritis sowie Streptokokkenzellwand-induzierte Arthritis 
(70). Zusätzlich wurden transgene Mausmodelle entwickelt, das bekannteste darunter ist das 
humane transgene TNF-Modell (Tg-huTNF). Weitere Modelle sind das KRN-Modell 
(transgener T-Zell-Rezeptor), das SKG-Modell (veränderte T-Zell-
Rezeptorsignalweiterleitung) und Modelle, die Veränderungen in der Signalweiterleitung von 
IL-6 (gp130) und IL-1 aufweisen, sowie das KRN Serum-Transfermodell (70). 
Bereits 1977 beschrieb die Gruppe um Trenthem et al., dass die Applikation von endogenen 
und exogenen Kollagen II-Produkten, die Entstehung einer schweren Polyarthritis in Wistar 
und Sprague Dawley Ratten verursachte (71). Das Kollagen Typ II-induzierte Arthritis-
Modell zeichnet sich dabei in Symptomatik und Mechanismen durch große Ähnlichkeit zur 
humanen RA aus. Analog zur humanen Erkrankung, weist der in dieser Arbeit verwendete 
Dark Agouti (DA) Rattenstamm eine genetische Suszeptibilität für Kollagen Typ II-induzierte 
Arthritis auf, die MHC- und nicht-MHC lokalisierte Gene umfasst (72, 73). Die Induktion von 
CIA erfolgt in DA Ratten und DBA/1-Mäusen durch eine einmalige intradermale Injektion 
von Kollagen Typ II, dem Hauptbestandteil von Gelenkknorpel, das in inkomplettem Freund 
Adjuvans (IFA) bzw. komplettem Freund Adjuvans (CFA) emulgiert wurde, während in 
C57BL/6-Mäusen drei Wochen nach der initialen Immunisierung mit Kollagen Typ II in 
CFA, eine zweite Immunisierung mit Kollagen in IFA erfolgt. Zwei Wochen nach 
Immunisierung beginnt in DA Ratten die symptomatische Phase der CIA, mit Schwellung 
und Rötung einzelner Zehen, die im Verlauf einer weiteren Woche zur maximalen 
Inflammation in allen Gelenken fortschreitet. DA Ratten weisen nach Immunisierung eine 
Inzidenz von nahezu 100% auf (74). Die Pathogenese von CIA umfasst, analog zur humanen 
Form, die Aktivierung humoraler und zellulärer Effektorfunktionen des Immunsystems. Die 
Initiation von CIA erfolgt über die Aktivierung von T-Zellen durch antigen-präsentierende 
Zellen (APC), die das modifizierte CII-Antigen präsentieren (75). Die Natur der APC in CIA 






Makrophagen und B-Zellen als APC identifiziert (75-77). Derart aktivierte T-Zellen 
stimulieren daraufhin autoreaktive B-Zellen zur Produktion von arthritogenen Antikörpern 
und die Kombination von T- und B-Zellaktivierung fördert so Initiation, Persistenz und 
Chronifizierung der anti-CII Immunreaktion (78, 79). Die Bedeutung von T- und B-Zellen in 
der Pathogenese von CIA konnte durch die Induktion von Arthritis in immundefizienten 
SCID (severe combined immunodeficiency)-Mäusen nach adoptivem Zelltransfer, sowohl von 
B- als auch T-Zellen aus CII-immunisierten Tieren, gezeigt werden (80, 81). In den letzten 
Jahren wurden eine spezielle T-Zell-Subpopulation und ein korrespondierendes Interleukin 
entdeckt, die neben RA bzw. CIA auch in anderen Autoimmunerkrankungen eine wichtige 
Rolle spielen. Die sogenannten Th17-Zellen exprimieren IL-17, das neben seiner pro-
inflammatorischen Wirkung auch starke katabole Effekte auf Knorpel und Knochen hat (82, 
83). In der lokalen Entzündungsregion des Gelenks ist hauptsächlich das Zusammenspiel von 
aktivierten Synovialfibroblasten, Makrophagen, knochenabbauenden Osteoklasten und 
neutrophilen Granulozyten an der Degeneration von Knorpel- und Knochengewebe beteiligt 
(84-88). Im Gelenk von CIA-Mäusen wurden Kathepsin K und verschiedene 
Matrixmetalloproteinasen nachgewiesen, die für die proteolytische Matrix-Degradation 
verantwortlich sind (89, 90). Auf die Rolle von Osteoklasten wird in Abschnitt 1.2.2. näher 
eingegangen. Zu den Zytokinen, die wichtige pro-inflammatorische und regulatorische 
Funktionen in CIA einnehmen, zählen TNF, IL-1, IL-6, IL-10, Interferon (IFN)  und 
transforming growth factor (TGF)-. IFN kann eine ambivalente Rolle in Kollagen-
induzierter Arthritis ausüben, abhängig davon ob IFA oder CFA für die Arthritisinduktion 
verwendet wurde, sowie von dem untersuchten CIA-Zeitpunkt (97). Durch experimentelle 
Studien an Tieren, in denen spezifische Komponenten des Komplementsystems, wie z.B. die 
Komplementfaktoren C3 und C5 sowie Faktor B, ausgeschaltet wurden, wurde auch die 
Beteiligung des Komplementsystems als humoraler Faktor an der Pathogenese von CIA 
bestätigt (98, 99). 
Gegenstand dieser Arbeit sind Untersuchungen zum Verhalten von Osteoklasten und deren 
Vorläuferzellen in verschiedenen Stadien der Arthritis. Das Tiermodell der Kollagen Typ II-
induzierten Arthritis ist dem schweren Verlauf der humanen RA sehr ähnlich, mit 
Pannusformation und fortschreitender Degradation von Knorpel und periartikulärem Knochen 
bis zur vollständigen Gelenkdestruktion unter Beteiligung von Makrophagen und 








Entgegen seiner starren äußeren Erscheinung, ist das Skelett ein hochgradig 
stoffwechselaktives Organ, das durch Interaktion mit dem endokrinen System, sowie Nerven- 
und Immunsystem, ständig an endogene und exogene Einflüsse angepasst wird um die 
Homöostase zu erhalten. Diese Anpassung erfolgt durch stringente Abstimmung der Aktivität 
der zwei wichtigsten Zelltypen des Knochens: den matrix-produzierenden Osteoblasten und 
den matrix-degradierenden Osteoklasten. 
Osteoklasten sind ein einzigartiger, multinukleärer Zelltyp, der in der Lage ist die rigide 
Knochenmatrix abzubauen. Im dentalen Bereich werden Osteoklasten auch als Odontoklasten 
und bei der Knorpeldegradation im Verlauf der enchondralen Ossifikation, auch als 
Chondroklasten bezeichnet.  
Bereits 1975 entdeckte D.G. Walker, das Osteoklasten aus Vorläuferzellen der 
hämatopoetischen Stammzell (HSZ)-Linie gebildet werden (100). Durch verbesserte 
Methoden zur Analyse von intra- und extrazellulären Markern konnte eine 
Vorläuferpopulation identifiziert werden, die den Stammzellfaktor-Rezeptor c-Kit (CD117) 
exprimierte und zu Osteoklasten, aber auch Granulozyten, Makrophagen und Erythrozyten 
differenzieren konnte, aber keine Marker für T-und B-Lymphozyten exprimierte (101, 102). 
Die Studien von Arai und Kollegen lieferten den Beweis, dass Osteoklasten enddifferenzierte 
Zellen der Makophagen-Monozyten-Zelllinie darstellen (c-Kit+, c-FMS+, Mac-1/CD11bdull), 
die durch Fusion nach sequentieller Stimulation mit dem Wachstumsfaktor macrophage 
colony-stimulating factor (M-CSF) und dem Osteoklastendifferenzierungsfaktor receptor 
activator of nuclear factor B ligand (RankL) entstehen (103). Auch im murinen 
Knochenmark wurde eine c-FMS+/CD11b(-/low)-Population identifiziert, die zu Osteoklasten 
ausdifferenzieren konnte (104). Abhängig vom lokalen Expressionsmuster von Zytokinen, 
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, können dendritische Zellen und auch 
Vorläuferzellen von B-Lymphozyten zu Osteoklasten transdifferenzieren (105-107). Die in 
vitro-Generation von Osteoklasten erforderte bis in die 1990er Jahre die Etablierung von 
Kokulturen aus Osteoblasten/Stromazellen mit Knochenmarkzellen. Die Identifizierung der 
essentiellen Moleküle M-CSF, der für das Überleben und die Proliferation von Makrophagen 
bzw Osteoklastenvorläuferzellen notwendig ist (108, 109), und RankL, dem  
Osteoklastendifferenzierungsfaktor (110), ermöglichte die Etablierung reiner 







Abbildung 1-1: Osteoklastogenese. 
Das Schema zeigt die Entwicklung von Osteoklasten aus multipotenten Knochenmarkzellen über 
Fusion spezifischer Osteoklasten-Vorläuferzellen durch sequentielle Stimulation mit macrophage 
colony stimulating factor (M-CSF) und receptor activator of nuclear factor B ligand (RankL). 
Spezifische Marker für die verschiedenen Osteoklastenentwicklungsstadien umfassen F4/80, tartrat-
resistente saure Phosphatase (TRAP), den Calcitoninrezeptor (CTR) sowie 3-Integrin. 
Osteoprotegerin (OPG) hemmt die Osteoklastogenese auf unterschiedlichen Entwicklungsstufen.  
(modifiziert nach Boyle et al. (111)) 
Die verschiedenen Stadien der Osteoklastenentwicklung sind in Abbildung 1-1 
zusammengefasst. Einige Studien konnten zeigen, dass unter bestimmten 
pathophysiologischen Bedingungen, die Wirkung von M-CSF und RankL teilweise oder 
vollständig substituiert werden kann, was zu einer Entkopplung der strikt regulierten 
Osteoklastenentwicklung führt. So konnte durch Kombination von vascular endothelial 
growth factor (VEGF), Flt3-Ligand, placental growth factor (PlGF) und hepatocyte growth 
factor (HGF), die eine Rolle in der Pathophysiologie des Knochen-Osteoklastoms spielen, die 
Wirkung von M-CSF ersetzt werden, (112). Die pro-inflammatorischen Zytokine TNF und 
IL-1 haben eine pro-osteoklastogene Wirkung, können die Wirkung von RankL aber nicht 
vollständig übernehmen (113-115). Osteoblasten/ Stromazellen können über RankL-
Expression die Osteoklastendifferenzierung positiv regulieren, verhindern aber gleichzeitig 
über Expression eines löslichen Rezeptors für RankL, Osteoprotegerin (OPG), eine 
überschießende Osteoklastenaktivierung (116). Verschiedene hormonelle und humorale 
Faktoren, sowie Zytokine sind als negative (anabole) und positive (katabole), direkte und 
indirekte Regulatoren der Osteoklastogenese bekannt. Katabole und kalziotrope Effekte 
wurden für 1,25 (OH)2 Vitamin D3, Prostaglandin E2, IL-1, IL-6, TNF, Prolaktin, 
Glukokortikoide und Oncostatin M beschrieben (117-123). Anabole Effekte sind mit 
Molekülen wie Östrogen und Androgenen, Calcitonin, platelet-derived growth factor (PDGF) 






sowohl anabole als auch katabole Effekte auf die Knochenhomöostase ausüben, ebenso wie 
TGF- (129-132).  
Die Aktivierung des M-CSF-Rezeptorsignalwegs führt durch Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren, wie c-FOS, microphthalmia-induced transcription factor (MITF) und 
PU.1, zur Expression des Rank-Rezeptors sowie zur Induktion früher Osteoklasten-
spezifischer Gene wie Kathepsin K, tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) und nuclear 
factor of activated T cells cytoplasmic 1 (NFATc1) (133). Weiter werden über den Rank-
Rezeptor mehrere Signalwege induziert, die zur Differenzierung von reifen Osteoklasten 
führen. Ein wichtiges Signalmolekül für die Weiterleitung des RankL-Stimulus ist TNF 
receptor associated factor (TRAF) 6, welcher die Transkriptionsfaktoren nuclear factor of B 
(NFkB) und activator protein (AP)-1, die mitogen-activated protein-Kinasen (MAPK) und 
den Hauptregulator für die Osteoklastogenese, NFATc1, aktiviert. Durch Kooperation von 
NFATc1 mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie AP-1, PU.1, cAMP response element-
binding protein (CREB) und MITF wird die Expression von Genen induziert, die für die 
Reifung von aktiv resorbierenden Osteoklasten notwendig sind. Dazu zählen beispielsweise 
das essentielle fusions-induzierende Protein dendritic cell-specific transmembrane protein 
(DC-STAMP), Atp6v0d2 (Untereinheit der Osteoklast-spezifischen Protonenpumpe), 
osteoclast-associated receptor (OSCAR), 3-Integrin, TRAP, Kathepsin K sowie der 
Calcitonin-Rezeptor (134). Die vollständige Aktivierung der Osteoklastendifferenzierung 
durch den Rank-Rezeptor benötigt ko-stimulatorische Signale über Rezeptoren, die ein 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)-Motiv aufweisen, wie z.B. der Fc-
Rezeptor oder DAP12 (135). 
Aktive Resorption durch Osteoklasten ist in vivo nur durch direkten Kontakt mit Knochen 
möglich. Abbildung 1-2 zeigt einen aktivierten Osteoklasten und die verschiedenen Bereiche 
der Zelle, die für die aktive Resorption von Bedeutung sind (136). Zur Initiation der 
Resorption wird der Osteoklast polarisiert und das Zytoskelett umarrangiert, so dass der 
sogenannte Aktinring entsteht. Dieser Aktinring bindet über 3-Integrine fest an die 
Knochenoberfläche und schafft so einen zum Extrazellularbereich versiegelten Raum 
zwischen Zelle und Knochenoberfläche, die sogenannte sealing zone. Innerhalb des 
Aktinrings bildet sich durch Fusion von Vesikeln mit der knochenzugewandten 
Membranseite, die sogenannte ruffled border (RB). Die fingerartigen Ausstülpungen der RB 
entstehen, wenn Vesikel mit der Zellmembran fusionieren und der Inhalt in die 






Auflösung der kristallinen Hydroxyapatitstruktur durch Ansäuerung der Resorptionslakune. 
Dabei werden von speziellen Protonenpumpen H+-Ionen, die durch das Enzym 
Kohlensäureanhydrase II gebildet werden, in das Resorptionskompartiment gepumpt und 
lösen das Hydroxyapatit aus der Matrix heraus. Im nächsten Schritt werden proteolytische 
Enzyme wie Matrixmetalloproteinase (MMP)-9 und vor allem Kathepsin K in die Lakune 
sezerniert, die dort den proteinogenen Anteil der Matrix, hauptsächlich Kollagen Typ I, 
abbauen. Intrazellulär werden die Abbauprodukte weiter degradiert unter Beteiligung von 
TRAP und durch Transzytose letztendlich über die sekretorische Domäne an der apikalen 
Zellmembran in den extrazellularen Bereich abgegeben. 
 
Abbildung 1-2: Knochenresorption durch einen aktivierten Osteoklasten. 
1. An der knochenzugewandten Seite haften Osteoklasten über 3-Integrine an der Matrix und 
bilden die sealing zone (SZ), die die Resorptionslakune (RL) hermetisch vom extrazellulären Umfeld 
abtrennt. Innerhalb der SZ entsteht die ruffled border (RB) durch konzertierte Exo- und Endozytose, 
die Moleküle wie H+, Cl-, Matrixmetalloproteinase (MMP)-9 und Kathepsin K in die 
Resorptionslakune transportiert und im Gegenzug Degradationsprodukte in die Zelle aufnimmt. 2. H+, 
das durch Kohlensäureanhydrase II aus CO2 und H2O gebildet wird, sowie Cl-, lösen die kristalline 
Hydroxyapatit-Struktur des Knochens auf, dessen proteinogener Anteil im nächsten Schritt von 
Kathepsin K und MMP-9 abgebaut wird. 3. Degradationsprodukte werden über Transzytose durch die 
Zelle transportiert und an der funktionalen sekretorischen Domäne (FSD) der apikalen Zellemembran 
in den extrazellulären Raum abgegeben. 








1.2.1 Osteoklasten-vermittelte Pathophysiologien 
Eine defizitäre oder überaktive Osteoklastenfunktion ist für eine Vielzahl von 
Krankheitsbildern verantwortlich, denen genetische, hormonelle oder autoimmune Ursachen 
zugrunde liegen. In diesem Abschnitt soll auf einige der wichtigsten Krankheitsbilder 
eingegangen werden, mit dem Hauptaugenmerk auf der Rolle der Osteoklasten in RA. 
Osteopetrose umfasst als Oberbegriff eine Vielzahl von Krankheiten, die mit einer 
fehlerhaften Osteoklastendifferenzierung oder -funktion assoziiert sind und ein sehr variables 
Krankheitsbild aufweisen. Osteopetrose wurde zuerst von Heinrich Albers-Schönberg als 
„Marmorknochenkrankheit beschrieben“ bei der eine gestörte Mikroarchitektur des Knochens 
mit verminderter mechanischer Stabilität auftritt. Osteopetrose führt zur Verdrängung des 
Knochenmarks und extramedullärer Blutbildung in Leber und Milz, Anämie, defekte 
Immunabwehr durch Panzytopenie und kann weiterhin pathologische Effekte in 
Organsystemen, wie dem Nerven- und dem Skelettsystem und dem Gastrointestinaltrakt 
verursachen. Weitere osteopetrose-bedingte Abnormitäten findet man im oropharyngealen 
sowie im dentalen Bereich. Humangenetische Untersuchungen haben bisher Mutationen in 
RankL, 3-Integrin, Untereinheiten der H+-ATPase (TCIRG1, ATP61B1), einem 
Chloridtransporter (ClCN7), Kathepsin K (CTSK, Pyknodysostose), der E3 Ubiquitin-Ligase 
(OSTM1), Kohlensäureanhydrase II (CAII), einem Vesikel-gebundenen Protein (PLEKHM1), 
sowie für NFB essential modulator (NEMO, einem Vermittler des NFkB-Signalweges) als 
Ursache für Osteopetrose identifiziert. Mutationen des Rank-Rezeptors, sowie weiterer 
Osteoklasten-bezogener Gene wurden im Maus- und in geringerem Umfang im Rattenmodell 
gefunden. Bisher gibt es keine effektive Therapie für Osteopetrose, nur in schweren Fällen 
werden hämatopoietische Stammzellen transplantiert (137).  
Morbus Paget (Paget-Syndrom, Osteodystrophia deformans) ist eine Erkrankung des 
Skeletts, die erhöhte Osteoklastenaktivität und abnorme Knochenbildung beinhaltet und zu 
Knochenverformung und -fraktur, sowie Verdickung des Schädelknochens, Knochenschmerz 
und sekundärer Osteoarthritis führen kann. Paget-Osteoklasten sind zahlreicher als normal 
und zeigen eine spezielle Morphologie mit einer erhöhten Anzahl von Nuklei pro Osteoklast 
und erhöhter Resorptionsaktivität. In vitro konnte gezeigt werden, dass Paget-Osteoklasten 
sensitiver auf pro-osteoklastogene Faktoren wie 1,25-(OH)2 Vitamin D3, RankL und TNF 
reagieren und vermehrt IL-6 produzieren, das als Verursacher für viele der beobachteten 






erforscht. Sicher ist, dass genetische und autoinflammatorische Komponenten, sowie 
Umweltfaktoren (u.a. Virusinfektionen) beteiligt sind (138). Therapieansätze umfassen 
chirurgische Korrekturen, Krankengymnastik, Schmerztherapie mit nicht-steroidalen 
Antirheumatika sowie hauptsächlich Anti-Resorptionstherapien mit Bisphosphonaten, die die 
Resorptionsaktivität von Osteoklasten hemmen und die Apoptose-Aktivität erhöhen, in 
seltenen Fällen außerdem die Anwendung von Calcitonin (139). Erweiterte Therapiestrategien 
umfassen die Inhibition von RankL mit einem künstlichen Analogon von Osteoprotegerin 
(Denosumab), was aber nur eine reversible Inhibition der Osteoklastenaktivität zur Folge hat 
und so eine dauerhafte Anwendung von Denosumab erfordert (140). 
Eine weitere Osteoklasten-assoziierte Erkrankung ist die Osteoporose, die durch Abnahme 
der Knochendichte durch erhöhte Osteoklastenaktivität und eine erhöhte Anfälligkeit für 
Frakturen gekennzeichnet ist. Unterteilt wird die Osteoporose in primäre und sekundäre 
Osteoporose, wobei die erste Form weiter in idiopathische juvenile, postmenopausale (Typ I) 
und Altersosteoporose (Typ II) unterteilt wird. Zu den Verursachern für sekundäre 
Osteoporose werden hormonelle (außer Östrogen, z.B Hypogonadismus, Hyperkortisolismus), 
gastroenterologische, medikamentöse (Langzeit-Kortisol, Heparin, Vitamin-K-Antagonisten) 
und erbliche Ursachen, die nicht Osteoklasten-vermittelt sind (Osteogenesis imperfecta) 
ebenso wie neoplastische Erkrankungen (Multiples Myelom, Mastocytose) und Entzündungen 
(Morbus Crohn und auch RA) gezählt (141, 142). Bei der postmenopausalen Osteoporose 
entfällt durch einen Mangel an Östrogen die hemmende Wirkung auf Osteoklasten und das 
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und –abbau verschiebt sich in Richtung Resorption, 
wie ovariektomie-induzierte osteoporotische Tiermodelle zeigen (143). Neben diätischen 
Therapien, wie eine Kalzium- und Vitamin D-reiche Ernährung, werden bei Osteoporose anti-
resorptive Therapien angewendet. Diese umfassen Hormonersatztherapien und 
Hormonrezeptormodulatoren, Bisphosphonate und Calcitonin, PTH, Strontiumranelat und 
Denosumab, der artifizielle Rank-Rezeptor. Neueste Therapeutika sind Kathepsin K-
Inhibitoren (Odanacatib) sowie Anti-Sclerostin-Antikörper (144). 
1.2.2 Pathomechanismen der Osteoklastenaktivierung in RA 
In der Pathophysiologie der RA spielen Osteoklasten eine maßgebliche Rolle. Zum einen sind 
sie Mediatoren der lokalen Knochenerosion und zum anderen führen systemische 
Komponenten zur Entwicklung eines allgemeinen osteoporotischen Phänotyps. Radiologische 






eine große Rolle, da schwere strukturelle Schäden eine schlechte Prognose bedeuten (145). 
Daher hat die Entwicklung von Therapien, die eine Verlangsamung oder einen Stillstand der 
periartikulären Knochendestruktion und die Induktion von Reparaturmechanismen (bisher 
unerreicht) vermitteln können, eine große Bedeutung.  
Einige der identifizierten ACPA binden citrulliniertes Vimentin und können so an 
Osteoklasten-Vorläuferzellen, die dieses Protein exprimieren, binden und dadurch die 
Synthese von TNF induzieren, welches in einer autokrinen Schleife die Differenzierung zu 
Osteoklasten induziert (145, 146). So kann schon sehr früh das Auftreten struktureller 
Schäden induziert werden. Nach Initiation der Entzündungsreaktion werden im lokalen 
Gelenk-Mikromilieu der RA eine große Anzahl von Faktoren exprimiert, die die Entstehung 
und Aktivierung von Osteoklasten vervielfachen und regulatorische Mechanismen aussetzen. 
Zum einen werden im Gelenk Faktoren wie u.a. M-CSF exprimiert, das aktivierte 
Makrophagen in das Gelenk einwandern lässt, wo diese reifen und weiter pro-
inflammatorische und pro-osteoklastogene Faktoren wie TNF produzieren (147). Zum 
anderen sammelt sich dadurch eine große Menge potentieller Osteoklastenvorläuferzellen in 
der Gelenkregion an (148). In der entzündlichen Arthritis wird, neben der Expression durch 
Knochenzellen, RankL vor allem von T-Lymphozyten und Synovialfibroblasten exprimiert 
(149). TNF (150), macrophage migration inhibitory factor (MIF) (151) sowie IL-17 (152) 
sind nur einige der pro-osteoklastogenen Faktoren, deren erhöhte Konzentration in der 
Synovialflüssigkeit von RA-Patienten gefunden wurde. Die Kombination hoher 
Expressionsraten pro-osteoklastogener Moleküle und einer großen Anzahl von 
Vorläuferzellen induzieren eine negative Spirale von Osteoklasten-Neubildung und 
Knochenabbau, die letztendlich zum Funktionsverlust des Gelenks führen kann. Vor allem 
TNF-vermittelte Effekte wirken sich potenzierend auf katabole Osteoklasteneffekte aus. In 
Abbildung 1-3 sind die verschiedenen Phasen der Knochenerosion im Verlauf der RA 
dargestellt. Pro-osteoklastogene Effekte durch TNF können entweder indirekt durch RankL-
Induktion oder direkt über den TNF-Rezeptor 1 auf Osteoklasten vermittelt werden (153, 
154). Systemisches TNF beeinflusst das Trafficking von Osteoklasten-Vorläuferzellen, die 
sich in der Milz sammeln und anschließend in die Entzündungsregion einwandern (155). Im 
transgenen TNF-überexprimierenden Mausmodell wurde eindrucksvoll nachgewiesen, dass 
erhöhte TNF-Konzentration zu systemischer Osteoporose und massiven Knochenerosion führt 






Die meisten der unter 1.1. beschriebenen DMARDs, sowie Biologicals bewirken neben der 
anti-inflammatorischen Wirkung auch eine Remission der strukturellen Schädigungen, die 
durch überschießende Osteoklastenaktivität verursacht wird (145).  
Abbildung 1-3: Progression der Knochenerosion in RA. 
1. In der präklinischen Phase der RA produzieren autoreaktive B-Lymphozyten ACPA, die an 
Strukturen auf Osteoklasten binden können. Die ACPA-Bindung initiiert Mechanismen, die die 
Osteoklastogenese induzieren. 2. Die einsetzende Synovitis und die daraus resultierende 
Zytokinproduktion, führen zur Expression von RankL und zur Differenzierung von Osteoklasten, die 
eine verstärkte Knochenerosion in den periartikulären Bereichen verursachen. 3. Die späte Phase ist 
durch große Erosionsflächen gefüllt mit entzündetem, synovialem Pannusgewebe charakterisiert. 
(modifiziert nach Schett & Gravallese (145)) 
ACPA – anti-citrullinated peptide antibody, RA – Rheumatoide Arthritis, RankL – receptor activator 
of nuclear factor B ligand 
1.3 Das periphere sympathische Nervensystem 
Neben den zellulären und humoralen Faktoren des Immunsystems spielen in der RA auch 
Effektoren eines weiteren regulatorischen Supersystems eine Rolle – das Nervensystem (NS). 
Die bidirektionale Kommunikation von Nerven- und Immunzellen über ihre jeweiligen 
spezifischen Mediatoren wurde hinreichend bewiesen (158). In diesem Abschnitt soll der 
Einfluss des vegetativen (autonomen) NS im Skelettsystem, sowie die Kommunikation 
verschiedener Neurotransmitter mit Knochenzellen, näher erläutert werden. 
Das Nervensystem setzt sich zusammen aus dem autonomen Nervensystem und dem 
somatischen Nervensystem, die in ihrer Gesamtheit wiederum anatomisch getrennt werden 
können in das zentrale und das periphere Nervensystem. In dieser Arbeit sollen hauptsächlich 
Einflüsse des peripheren Nervensystems im Vordergrund stehen. Das autonome 
Nervensystem wird weiterhin unterteilt in das parasympathische Nervensystem (PNS) und das 
sympathische Nervensystem (SNS), deren Funktionen antagonistisch oder ergänzend auf  






160). Zentrale Impulse werden nicht direkt an die Zielorgane übermittelt, sondern über 
vegetative Zentren des Rückenmarks synaptisch auf präganglionäre Fasern übertragen. Die 
präganglionären Fasern des PNS entspringen den kranio-sakralen Zentren, von wo sie in die 
Nähe der Erfolgsorgane ziehen oder diese direkt innervieren. Die prä- und postganglionäre 
Signalübertragung erfolgt in parasympathischen Nervenfasern durch den Neurotransmitter 
Acetylcholin (ACh). Präganglionäre Fasern des sympathischen Nervensystems aus dem 
Rückenmark enden an den Grenzstrangganglien oder an den Hals- und Bauchstrangganglien, 
wo sie auf postganglionäre Fasern umgeschaltet werden oder sie ziehen weiter zu terminalen 
Ganglien. Neurotransmitter der präganglionären sympathischen Synapse ist ACh, an der 
postganglionären Synapse dagegen erfolgt die Signalübermittlung durch Noradrenalin (NA). 
Einzige Ausnahme ist die Innervierung der Schweißdrüsen, die cholinerg stimuliert wird. Eine 
Besonderheit stellt das Nebennierenmark dar, das nach cholinerger Stimulation durch 
präganglionäre Fasern, Adrenalin und in geringerem Umfang Noradrenalin in die Blutbahn 
freisetzt und so eine humorale Komponente des SNS darstellt (160). Neben den „klassischen“ 
Neurotransmittern ACh und NA existieren eine Vielzahl von Ko-Transmittern wie 
verschiedene Neuropeptide z. B. Neuropeptid Y (NPY), vasoaktives intestinales Peptid  
(VIP), Substanz P (SP), Enkephalin oder Somatostatin, sowie Adenosintriphosphat (ATP), 
Stickstoffmonoxid (NO) oder Lipidmediatoren in sympathischen und parasympathischen 
Nervenfasern (159, 160). ACh und VIP sind häufig ko-lokalisiert in parasympathischen 
Fasern von Blutgefäßen (in getrennten Vesikeln) bzw. in exokrinen und Schweißdrüsen (160). 
In den nächsten Abschnitten sollen die peripheren Funktionen der klassischen 
Neurotransmitter ACh und NA, sowie des Neuropeptides VIP kurz genauer charakterisiert 
werden, da diese für einen Großteil der experimentellen Arbeiten der vorliegenden 
Dissertation verwendet wurden. 
1.3.1 Noradrenalin 
Das Katecholamin Noradrenalin (NA) ist ein biogenes Amin, das enzymatisch aus der 
Aminosäure Tyrosin synthetisiert wird. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der 
Synthese ist dabei die Umsetzung von Tyrosin zu L-Dopa durch das Enzym Tyrosin-
Hydroxylase (TH), dessen immunhistologischer Nachweis gleichzeitig als Nachweis für 
adrenerge Nervenfasern dient (161). Die Erhöhung des Sympathikus-Tonus durch exogene 
oder endogene Stimuli / Stressoren führt zur Ausschüttung von NA und Adrenalin. Diese 






glatte Muskulatur oder Blutgefäße und induzieren dort Prozesse, die eine Anpassung an den 
Stimulus ermöglichen. NA, aber vor allem Adrenalin sind klassische Vermittler der adaptiven 
Stressantwort, oder „Fight-or-Flight“-Reaktion (162). Für Noradrenalin existieren zwei 
Rezeptorsubklassen: die hochaffinen 1- und 2-Adrenozeptoren (AR), die auf sehr geringe 
Konzentrationen Noradrenalin ansprechen, und die niedrig-affinen -Adrenozeptoren, die nur 
durch hohe Konzentrationen aktiviert werden. Jeder dieser Rezeptorsubtypen kommt in drei 
verschiedenen Varianten vor und sie gehören alle zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren. Tabelle 1-1 gibt einen Überblick über die AR-Subtypen, die Art der jeweiligen 
G-Protein-Kopplung und den nachgeschalteten Signalweg. Einige Gewebe, wie der 
Herzmuskel und das Fettgewebe, zeigen eine sehr charakteristische Expression von 1- bzw. 
3-Adrenozeptoren. Viele andere Gewebe exprimieren aber eine Vielzahl verschiedener AR 
in unterschiedlicher Quantität, deren Aktivierung eine Vielzahl von antagonistischen und 
synergistischen Effekten in der Zelle auslösen kann (162). Die Komplexität dieser Prozesse ist 
bis heute Gegenstand zahlreicher Studien und ermöglicht eine sehr genaue Feinabstimmung 

















Rezeptorsubtyp G-Proteinfamilie Intrazelluläre Signalübertragung 
Noradrenalin (Adrenozeptoren) 
Alpha 1A/1B/1D(163) Gq/11 Phospholipase C  Diacylglycerol / Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP3) 
 Gi oder G0 Phospholipase A2  Arachidonsäure 
Alpha 2A/2B/2C (163) Gi inhibiert Adenylatzyklase  cAMP ↓ 
Beta1/2/3 (164) Gs aktiviert Adenylatzyklase  cAMP ↑ 
cAMP stimuliert Proteinkinase A1/A2 
Beta2 (164, 165) Gi inhibiert Adenylatzyklase  cAMP ↓ 
Beta2 (164) G-protein 
unabhängig 
-Arrestin 1/2  MAP-Kinase 
Acetylcholin
Nikotinerg 




Kaziumionen (Ca2+), voltage-dependent calcium 
channels (VDCC), kalziuminduzierte 
Kalziumfreisetzung 
Muskarinerg
M1/M3/M5(167) Gq/11 Phospholipase C  Diacylglycerol / IP3
M2/M4(168) 
 
Gi oder Gs inhibiert Adenylatzyklase  cAMP ↓ oder aktiviert 
Adenylatzyklase  cAMP ↑ 
VIP 
VIP-Rezeptor 1 und 2(169) 
 
Gs aktiviert Adenylatzyklase  cAMP ↑ 
Phospholipase C  Diacylglycerol / IP3 oder 
Phospholipase D 
PACAP-Rezeptor 1(169) Gs aktiviert Adenylatzyklase  cAMP ↑ 
Phospholipase C  Diacylglycerol / IP3 
Tabelle 1-1: Übersicht über Rezeptoren für Noradrenalin, Acetylcholin und VIP und die 
Signalweiterleitung in der Zelle über spezifische G-Proteine und ihre nachgeschalteten 
Signalwege. cAMP – zyklisches Adenosinmonophosphat, IP3 – Inositol-1,4,5-Triphosphat, PACAP – 
pituitary adenylate cyclase-activating peptide, VIP – vasoaktives intestinales Peptid 
Noradrenalin ist ein wichtiger Neuromodulator des Immunsystems und unzählige Studien 
zeigen die Beteiligung von NA an der Regulation immunologischer Prozesse. Umgekehrt 
können auch inflammatorische Mediatoren die Ausschüttung von NA regulieren (161). Hier 
soll nur ein kurzer Überblick über die verschiedenen Funktionen von NA in immunologischen 







Der noradrenerge Einfluss auf verschiedene Effektorfunktionen des Immunsystems wird 
hauptsächlich durch den 2-Adrenozeptor vermittelt, der von fast allen Zellen des 
Immunsystems in unterschiedlicher Quantität exprimiert wird, ausgenommen Th2-
Lymphozyten (161, 164). Weiterhin wurden der 1- und 2-Adrenozeptor auf 
hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks und allen Entwicklungsstufen der 
Monozyten/Makrophhagen-Linie nachgewiesen (170). Eine Aktivierung des SNS beeinflusst 
die Migration und die Zirkulation von Lymphozyten - vorrangig NK-Zellen - und 
Granulozyten und inhibiert die Proliferation von T-Lymphozyten (161). Außerdem wirkt das 
aktivierte SNS, abhängig vom umgebenden Zytokinmilieu, modulierend auf die T- und B-
Zellantwort (171) und auf antigen-präsentierende dendritische Zellen (172) und reguliert die 
Chemokinexpression durch Immunzellen (161). Weitere Effekte von NA umfassen die 
Hemmung der NK-Zell- und Neutrophilen-Aktivität (173, 174), während der Einfluss auf 
Zellen der Monozyten-Makrophagen-Linie ambivalenter Natur ist mit gleichzeitig 
aktivierenden und inhibierenden Mechanismen, möglicherweise definiert durch die jeweilige 
Expressionsstärke von - und 2-AR zu den beobachteten Zeitpunkten (161). Verschiedene 
Einflüsse, die einer Antwort durch das Immunsystem zur Wiederherstellung der Homöostase 
bedürfen, wie z. B. Infektionen, unterschiedlichste Arten von Traumata, Sepsis und 
autoimmune Erkrankungen, verlangen eine entsprechend adaptierte Immunantwort. Diese 
wird durch die Diversität der noradrenergen Regulationsmechanismen in immunkompetenten 
Zellen ermöglicht. Der Einfluss von Noradrenalin in Autoimmunerkrankungen wie der RA 
sind äußerst komplex und der Stand der aktuellen Forschung wird in Abschnitt 1.3.4. 
erläutert. 
1.3.2 Acetylcholin 
Otto Loewi entdeckte 1920 als erster, dass eine chemische Substanz die Reizweiterleitung am 
Nervus vagus von Froschherzen vermittelte. Diese Substanz wurde wenig später von Henry 
Dale als Acetylcholin (ACh) identifiziert (175). Zwei Entdeckungen, die 1936 mit dem 
Nobelpreis für Physiologie / Medizin honoriert wurden. ACh wird durch Übertragung einer 
Acetylgruppe von Acetyl-Coenzym A auf Cholin gebildet, katalysiert durch das Enzym 
Cholinacetyltransferase (ChAT), dem Markerenzym für cholinerge Nervenfasern. Der Abbau 
von ACh erfolgt enzymatisch durch Acetylcholinesterase (162). ACh überträgt die 
Nervenreize an der neuromuskulären Endplatte, bewirkt die Umschaltung aller 






parasympathischen Nervensystems und damit Gegenspieler von Noradrenalin, und übermittelt 
ebenfalls Signale an einigen sympathischen postganglionären Nervenendigungen 
(Schweißdrüsen) (160). ACh vermittelt seine Wirkung über zwei verschiedene 
Rezeptortypen; den nikotinergen Rezeptor (nAChR) und den muskarinergen Rezeptor 
(mAChR). Der nAChR wird durch Nikotin stimuliert und ist ein pentamerer Ionenkanal, der 
sich aus - und -Untereinheiten zusammensetzt. Die muskarinergen Rezeptoren werden 
durch Muskarin stimuliert und gehören zu den metabotropen G-gekoppelten Rezeptoren 
(162). Je nach Zusammensetzung der Untereinheiten werden nikotinerge Rezeptoren in 
Rezeptoren des Muskeltyps und des neuronalen Typs unterschieden (160). Aus neun 
verschiedenen -Subtypen und bisher drei entdeckten -Subtypen, können homomere (nur ) 
oder heteromere  ( und ) Rezeptoren gebildet werden, die sich in ihrer Permeabilität für 
Ca2+-Ionen unterscheiden. Deren Aktivierung durch ACh kann drei verschiedene 
zytoplasmatische Signalwege induzieren. Zum einen kann der direkte Kalziumeinstrom nach 
Rezeptoraktivierung Effekte vermitteln, zum anderen können nach Depolarisation der 
Membran durch Aktivierung des nAChR, voltage-dependent calcium channels (VDCC) 
aktiviert werden und es kann zur Kalzium-induzierten Kalziumfreisetzung aus dem 
endoplasmatischen Retikulum kommen (166). Kalzium ist als universelles intrazelluläres 
Signal an der Regulation von Prozessen wie Erregungsweiterleitung, Exozytose, Motilität, 
Apoptose sowie Transkription involviert (176). Die fünf muskarinergen ACh-Rezeptoren 
können weiterhin in zwei Gruppen unterteilt werden: in M1/M3/M5, deren Effekte über Gq-
gekoppelte Rezeptoren (167) vermittelt werden und in M2/M4, die Gi- oder Gs-gekoppelte 
Rezeptoren (168) darstellen. In Tabelle 1-1 findet sich die jeweilige assoziierte 
Signalweiterleitung in der Zelle.  
Neben dem neuronalen cholinergen System existiert auch ein nicht-neuronales cholinerges 
System, dass für die Regulation vieler lokaler, parakrin und autokrin vermittelter, 
physiologischer Reaktionen zuständig ist und phylogenetisch sehr viel älter ist als das 
neuronale System. Die Expression von ACh selbst, oder von Enzymen, die an der ACh-
Synthese und -Transport beteiligt sind, wurde schon in verschiedenen Bakterienstämmen, 
Algen, Protozoen oder einfachen Pflanzen gezeigt (177). Im Menschen wurde die Beteiligung 
des nicht-neuronalen cholinergen Systems an physiologischen und pathophysiologischen 
Prozessen in der Haut, im respiratorischen, kardiovaskulären und muskuloskelettalen System, 
im Verdauungssystem sowie im Urogenitaltrakt und im Reproduktionssystem nachgewiesen 






Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen gezeigt werden und es wurden nikotinerge und 
muskarinerge Rezeptoren auf Immunzellen detektiert, deren Expression individuell stark 
verschieden ist und deren Ansprechen durch ACh gegensätzliche Reaktionen bewirken kann 
(178, 179). Je nach muskarinergem Rezeptortyp, wurde eine Verstärkung der Immunantwort 
durch Induktion der Differenzierung von T-Lymphozyten und durch reduzierte Produktion 
von IgG1 und IL-6 in M1 und M5 knock out-Mäusen, assoziiert (180, 181). Großes Interesse 
wurde dem nAChR zuteil, der aus der 7 Untereinheit besteht, da dieser vor allem mit anti-
inflammatorischen Mechanismen assoziiert wird. In Makrophagen, die den 7 nACh-
Rezeptor exprimieren, inhibiert dieser sogenannte cholinerge anti-inflammatorische Reflex 
die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF und bietet daher therapeutisches 
Potential bei der Behandlung von Erkrankungen, die mit hohen Konzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine verbunden sind (182). Auf die Beteiligung des neuronalen und 
nicht-neuronalen cholinergen Systems an der Pathophysiologie der RA wird in Abschnitt 
1.3.4. genauer eingegangen. 
1.3.3 Vasoaktives intestinales Peptid 
Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) ist ein aus 28 Aminosäuren bestehendes Neuropeptid, 
das aus einem 170 Aminosäuren-Vorläufermolekül entsteht und zuerst als potenter 
Vasodilator aus dem Dünndarm von Schweinen isoliert wurde (169, 183). VIP gehört zu einer 
Familie strukturverwandter Proteine, zu der auch pituitary adenylate cyclase-activating 
peptide (PACAP), Sekretin, Glukagon, glucagon-like peptide 1 und 2, glucose-dependent 
insulinotrophic polypeptide und growth-hormone releasing factor gehören (169). VIP-Effekte 
können über drei verschiedene Rezeptoren übermittelt werden, VIP-Rezeptor 1 und 2 bzw. 
PACAP-Rezeptor 1, die alle zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zählen. VIP bindet mit 
sehr hoher Affinität an VIP-Rezeptor 1 und 2 und mit einer sehr niedrigen Affinität an 
PACAP Rezeptor 1. Die Rezeptoren koppeln alle an Gs-Proteine, die zur Aktivierung von 
Adenylatzyklase und zur Erhöhung der cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat)-
Konzentration im Zytosol führen. In einigen Zellen führt die Rezeptoraktivierung von VIP-
Rezeptor 1 und 2 zusätzlich zur Aktivierung von Phospholipase C oder D, während PACAP-
Rezeptor 1 immer an Phospholipase C gekoppelt ist (zusammengefasst in Tabelle 1-1) (169). 
Intrazelluläre Signalwege beinhalten die Aktivierung von MAP-Kinasen, Tyrosinkinasen, die 
Transaktivierung von Rezeptoren für Wachstumsfaktoren, Kalziumkanäle, RhoA GTPasen 






VIP ist der wichtigste Vertreter des peptidergen autonomen / parasympathischen 
Nervensystems. Eine starke Innervierung mit VIP-positiven Nervenfasern wurde in einer 
Vielzahl peripherer Organe gefunden, wie z.B. in Speichel- und Schilddrüse, in Ösophagus 
und Magen, Dünndarm und Kolon, Pankreas sowie im respiratorischen und im 
Urogenitaltrakt, wo es hauptsächlich die Entspannung der glatten Muskulatur, Vasodilatation 
und Erhöhung der Urinsekretion bewirkt (183). VIP beeinflusst auch die Produktion von 
Insulin und Glukagon in den Langerhans-Inselzellen des Pankreas (184) und ist ebenfalls an 
der Regulation des kardiovaskulären Systems beteiligt (185).  
VIP-Immunoreaktivität wurde auch in verschiedenen lymphatischen Organen wie dem 
Thymus, Knochenmark und Milz, Lymphknoten und dem „Schleimhaut-assoziierten 
lymphatischen Gewebe“ nachgewiesen (186). Neben der Existenz von neuronalem VIP 
stellen auch Immunzellen selbst eine Quelle für das Neuropeptid dar und ermöglichen damit 
autokrin und parakrin vermittelte lokale dezentralisierte Effekte. Die Hauptproduzenten von 
VIP (mRNA und Protein) sind CD4+ Th2-Lymphozyten und CD8+ T2-Lymphozyten. 
Interessanterweise wurde in Neutrophilen und Mastzellen die Produktion von VIP-
Fragmenten mit antimikrobiellen Eigenschaften nachgewiesen (187). Da eine Vielzahl von 
Immunzellen Rezeptoren für VIP exprimieren, kann das Neuropeptid als Modulator der 
Immunantwort angesehen werden. VIP-Rezeptor 1 wird konstitutiv von einer Vielzahl von 
Immunzellen exprimiert, inklusive Lymphozyten (Thymozyten, CD4+- und CD8+-
Lymphozyten), Makrophagen, Monozyten, dendritischen Zellen, Mikroglia und Mastzellen. 
Eine geringe Expression von VIP-Rezeptor 2 findet man eher auf naiven und ruhenden 
Zellen, die nach Stimulation die Expression des Rezeptors erhöhen, sowie auf Makrophagen/ 
Monozyten nach Aktivierung von Toll-like Rezeptor (TLR) 2 oder 4. PACAP-Rezeptor 1 
wurde bisher auf Zellen der Makrophagen-Monozyten-Linie nachgewiesen (187). Eine 
niedrige Expression des VIP-Rezeptors 1 auf Lymphozyten wurde mit autoimmunen 
Erkrankungen wie Spondylitis ankylosans, RA und Osteoarthrose korreliert (187). Dies und 
weitere Effekte von VIP in RA werden in Abschnitt 1.3.4. näher erläutert. In der 
Signalweiterleitung in Makrophagen und Monozyten wurde zusätzlich zu den oben 
beschriebenen Signalwegen die Inhibition der nukleären Translokation von NFB 
beschrieben (187). Die immun-modulatorischen Effekte von VIP auf Zellen des angeborenen 
Immunsystems umfassen die Inhibition pro-inflammatorischer Mediatoren wie TNF, IL-6, IL-
12 und Cyclooxygenase (COX)-2, sowie die Induktion der induzierbaren NO-Synthase 






Mikroglia und die Herunterregulation von high mobility group-box 1 (HMBG1) in 
Makrophagen. VIP inhibiert die Expression pro-inflammatorischer Chemokine, verhindert die 
Expression von TLR und induziert die Expression toleranz-induzierender dendritischer Zellen 
(187). VIP-Einflüsse auf das adaptive Immunsystem umfassen eine Inhibition der T-Zell-
Aktivierung durch Inhibition der Expression kostimulatorischer Moleküle auf Antigen-
präsentierenden Zellen und die Inhibition der Expression von IL-12. VIP-Effekte können die 
Verschiebung der Th1/Th2-Balance in Richtung Th2-Antwort verursachen und durch direkte 
und indirekte Mechanismen regulatorische T-Zellen induzieren (187).  
Effekte der Neurotransmitter NA und ACh sowie des Neuropeptids VIP können nicht getrennt 
voneinander betrachtet werden. Allein die Expression einer Kombination von Rezeptoren für 
NA, ACh und VIP impliziert die Generation einer integrativen Antwort aus synergistischen 
oder antagonistischen Effektormechanismen, abhängig von Quantität und Qualität der 
jeweiligen Rezeptorantwort. Außerdem können 2-Adrenozeptoren die 
Acetylcholinfreisetzung cholinerger Nerven regulieren (188) und cholinerge Transmission 
kann durch adrenerg-vermittelte Reize beeinflusst werden (189). Auch durch eine mögliche  
Ko-Lokalisation von ACh und VIP, wie sie u. a. für einen kleinen Prozentsatz der zerebralen 
Nervenfasern von Katzen beobachtet wurde, können die vermittelten Effekte nicht 
unabhängig voneinander betrachtet werden (190). Zusätzlich können ACh und VIP die 
Expression von Tyrosin-Hydroxylase induzieren und damit die Synthese von Katecholaminen 
steigern (191). In vitro-Studien zu Neurotransmittereffekten, wie in der vorliegenden 
Dissertation, ermöglichen daher eine klare Analyse der isolierten Effekte der jeweiligen 
Neurotransmitter.  
1.3.4 Die sympathische Innervierung von Knochen und Gelenken und 
pathophysiologische Mechanismen in der rheumatoiden Arthritis 
In dieser Dissertation soll das Hauptaugenmerk auf den knochenabbauenden Zellen, den 
Osteoklasten, sowie auf ihren Vorläuferzellen der Makrophagen-Monozyten-Zelllinie liegen. 
Daher wird in diesem Abschnitt die physiologische Innervierung des Knochens kurz erläutert 
und dann der mögliche neuronale Einfluss auf Osteoklasten herausgestellt.  
Das Knochengewebe ist dicht durch sympathische Nervenfasern innerviert und impliziert 
dadurch neuronale Impulse als Regulatoren der Knochenhomöostase. TH-positive 






kolokalisiert, aber in Periost und in den knochennahen Regionen der Ligamente finden sich 
auch freie Nervenendigungen, die Signale an Knochenzellen weiterleiten können (192, 193). 
Cholinerg-parasympathische Nervenfasern, in denen die Expression des vesikulären 
Acetylcholin-Transporter (VAChT) nachgewiesen wurde, wurden beispielsweise im 
trabekulären Knochen der distalen Femurmetaphyse gefunden (194), sowie in verschiedenen 
Kompartimenten der Tibia (195). Zusätzlich sind Osteoblasten in der Lage nicht-neuronale 
ACh-Effekte zu übermitteln, da sie ein intrazelluläres Repertoire an Enzymen besitzen, dass 
für die Synthese von ACh benötigt wird (178). Interessanterweise ist die Innervierung des 
Sternum-Periosts vorwiegend cholinerger Natur. Asmus und Kollegen konnten aber 
nachweisen, dass initial sympathische Nervenfasern das Sternum-Periost innerviert haben, die 
durch lokale periostale Faktoren zu einem Switch in ihrem Phänotyp zu cholinerg / 
peptiderger Expression veranlasst wurden (196). Analog konnten auch prä-Osteoblasten, 
MC3T3-E1-Zellen, die Transition von katecholaminerger zu cholinerg / peptiderger 
Innervierung induzieren (197). Lokale Knochen- und Periost-assoziierte Faktoren können 
demnach den Phänotyp katecholaminerger Nervenfasern zu cholinerg / peptiderger 
Innervierung induzieren und so das lokale Neurotransmittermilieu beeinflussen. Ob und 
welche Effekte dies in inflammtorischen Konditionen wie der rheumatoiden Arthritis hat, 
bedarf weiterer Studien. VIP-immunoreaktive Nervenfasern formen zahlreiche Verästelungen 
in der Nähe epiphysärer trabekulärer Knochen und im Periost und sind auch im Knochenmark 
lokalisiert (195, 198).  
Der Einfluss neuronaler Signale auf den Knochenmetabolismus wurde durch eine Vielzahl 
von Studien bestätigt. In diesen Studien wurde durch Stimulation oder Deletion die 
Reizweiterleitung moduliert oder der Knochenphänotyp von Rezeptor-knock out-Mäusen 
untersucht (199-202). Ergebnisse von in vivo-Studien sind durch die enge Kopplung von 
Knochenaufbau und –abbau sehr schwierig zu interpretieren, da die Effekte auf Osteoklasten 
und Osteoblasten nicht unmittelbar voneinander zu trennen sind. Zellen des Knochengewebes 
exprimieren eine Vielzahl verschiedener Neurotransmitterrezeptoren, durch die ihre 
metabolische Aktivität moduliert werden kann (203). Osteoklasten exprimieren sowohl - als 
auch -Adrenozeptoren, wobei -AR aktivierend auf die Osteoklastenaktivität wirken, 
während die Wirkung des -AR bisher ungeklärt ist (204, 205). Auch Rezeptoren für VIP, 
genauer VIP-Rezeptor 1 und der alternative VIP-Rezeptor, PACAP-Rezeptor 1, wurden auf 
isolierten Osteoklasten nachgewiesen (206). In in vitro-Kokulturmodellen von Osteoklasten 






sich der Effekt bei verlängerter Stimulationsdauer umkehrt und eine Induktion der Resorption 
bewirkt (207). Es gibt bisher nur vereinzelte Studien zum Einfluss von ACh auf Osteoklasten 
oder zur Expression cholinerger Rezeptoren auf Osteoklasten. Tanaka et al. konnten zeigen, 
dass Stimulation mit Nikotin die Expression von Osteoklastenmarkergenen wie MMP-9 und 
Kathepsin K inhibierte und die planare Fläche der Zellen reduzierte, ohne einen Effekt auf die 
Resorption auszuüben. Parallel beobachteten die Autoren die Expression verschiedener -
nikotinerger Untereinheiten, inklusive 7, in einer induzierbaren murinen 
Osteoklastenzelllinie (RAW264.7) (208). Diese Beobachtungen zeigen deutlich, dass eine 
direkte Modulation der Osteoklastenaktivität durch die Stimulation mit NA, ACh oder VIP 
möglich ist. 
Pathophysiologische Mechanismen der RA umfassen auch Veränderungen in der lokalen 
synovialen Innervierung oder Modulation des Krankheitsverlaufs durch neuronale 
Stimulation. Für das SNS wurden bisher ambivalente Effekte beschrieben. Durch 
Sympathektomie konnte in einigen Arthritis-Tiermodellen der Krankheitsverlauf positiv 
beeinflusst werden, während in Tieren mit einem erhöhten sympathischen Tonus schwerere 
Arthritisverläufe festgestellt wurden (209). Härle et al. konnten 2005 nachweisen, dass der 
Zeitpunkt der Sympathektomie den Verlauf bestimmt, mit schwereren Verläufen nach 
Sympathektomie in frühen Arthritisphasen und positivem Einfluss in späteren Phasen (210). 
Parallel wurde der Verlust von sympathischen Nervenfasern im entzündeten Synovialgewebe 
und das Auftreten katecholaminerger, TH-positiver Zellen beobachtet, was zu einer 
Veränderung der lokalen Neurotransmitterzusammensetzung führen kann (211, 212). 
Katecholaminerge TH-positive Zellen haben einen anti-inflammatorischen Effekt in 
experimenteller Arthritis (213). Abbildung 1-4 vermittelt einen Überblick über den Einfluss 
von lokalen NA-Konzentrationsgefällen zu verschiedenen Arthritiszeitpunkten (209). In 
frühen Phasen wird die T- und B-Zellaktivierung durch das SNS propagiert, die 2-AR-
vermittelte inhibierende Effekte auf Makrophagen überlagern. Nach einer Übergangsphase, in 
der die TH-positiven katecholaminergen Zellen auftauchen, bewirkt 2-AR Stimulation die 
Inhibition pro-inflammatorischer, IL-7-Rezeptor exprimierender B-Zellen sowie von Zellen 
des angeborenen Immunsystems und induziert die Produktion von anti-inflammatorischem 








Abbildung 1-4: Modellsystem zur Einflussnahme des sympathischen Nervensystems in Arthritis. 
1. In der frühen Arthritisphase überlagern pro-inflammatorische Effekte des sympathischen 
Nervensystems (SNS), wie Stimulation von T- und B-Lymphozyten, die anti-inflammatorischen 
Effekte, wie die Inhibition von Makrophagen über den 2-Adrenozeptor und fördern so die 
Progression der Arthritis. 2. In einer Übergangsphase verändert sich der pro-inflammatorische Einfluss 
zu einem anti-inflammatorischen Einfluss, der durch die lokale Produktion von Katecholaminen durch 
Tyrosin-Hydroxylase (TH)-positive Zellen gesteuert wird. 3. Die hohen lokalen NA-Konzentrationen 
inhibieren über den 2-Adrenozeptor, pro-inflammatorische, IL-7-Rezeptor-positive B-Zellen sowie 
Zellen des angeborenen Immunsystems und induzieren IL-10 produzierende, anti-inflammatorische B-
Zellen. AR: Adrenozeptor, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, CD: Cluster of Differentiation, 
FoxP3: forkhead box P3, IFN: Interferon, MHC: major histocompatibility complex, pSTA5: 
phosphorylated-signal transducer and activator of transcription 5, TCR: T-Zell-Rezeptor, TH1: T1-
Helferzelle (modifiziert von (209)) 
 
In den letzten Jahren ist das cholinerge System als wichtiger Effektor in RA immer weiter in 
den Vordergrund gerückt. Zum einen wurde im Synovialgewebe und auf Fibroblasten-
ähnlichen Zellen von RA-Patienten der 7 nAChR gefunden (214) und zum anderen konnte 
die Applikation von Nikotin den Verlauf der experimentellen Arthritis positiv beeinflussen, 
abhängig von Zeitpunkt, Art der Applikation und vom Immunstatus (215-217). Anti-
inflammatorische Effekte von Acetylcholin wurden bisher vor allem mit dem 7 nAChR, 
über den sogenannten cholinergen anti-inflammatorischen Reflex assoziiert (Abbildung 1-5) 







kontroverse Ergebnisse erbracht haben, die diese Hypothese nicht überzeugend unterstützen 
(218, 219).  
Abbildung 1-5: Der cholinerge anti-
inflammatorische Reflex.  
Die Aktivierung des Vagus-Nervs 
bewirkt die Freisetzung von 
Acetylcholin (ACh), das über Bindung 
an den nikotinergen 7  ACh-
Rezeptor, auf aktivierten 
Makrophagen und anderen Zytokin-
produzierenden Zellen, die nukleäre 
Translokation von NFB und damit 
die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie z. 
B. TNF inhibiert. 




Neuere Studien zeigen hingegen, dass chronisch entzündliche Erkrankungen wie RA auch die 
Induktion eines nicht-neuronalen cholinergen Systems im synovialen Gewebe, vor allem in 
Regionen mit hohem Anteil Fibroblasten- und Makrophagen-ähnlicher Synoviozyten 
induziert. Diese Art von Gewebe ist unter physiologischen Bedingungen nicht durch 
cholinerge Innervierung gekennzeichnet (221). Neben 7 nAChR wurden auch muskarinerge 
ACh-Rezeptoren entdeckt, die als Vermittler von nozizeptiven Reizen und als 
vasoregulatorische Mediatoren in der experimentellen Arthritis beschrieben wurden (222, 
223). Da Immunzellen über verschiedene ACh-Rezeptoren differentiell reguliert werden 
können, wie in Abschnitt 1.3.2. erklärt, dient die weitere Erforschung des cholinergen 
Systems der Offenlegung von mechanistischen Wegen, die mit inflammatorischen 
Erkrankungen wie RA assoziiert sind. Dem lokalen nicht-neuronalen cholinergen System 
kommt daher in der RA eine große Bedeutung zu, da es entweder ergänzend zum neuronal 
vermittelten cholinergen Reflex wirken kann, oder gar vollkommen für die beobachteten anti-
inflammatorischen Effekte in experimenteller Arthritis verantwortlich ist. Es bedarf weiterer 
Studien um genaue Mechanismen zu identifizieren. 
Das Neuropeptid VIP wird als versatiler anti-inflammatorischer und spezifischer anti-
arthritogener Mediator beschrieben. Applikation von VIP im Mausmodell von Kollagen Typ 






reduzierte den Schweregrad und die Zerstörung des Gelenks (224). Delgado et al. haben 
umfangreiche Studien zu VIP-Effekten in experimenteller Arthritis veröffentlicht (224).  
 
 
Abbildung 1-6: Schematische Darstellung des Einflusses von VIP auf Entzündungsprozesse in 
RA.  
VIP verhindert Entzündungsprozesse durch Einflussnahme auf Komponenten des angeborenen und 
des adaptiven Immunsystems. VIP inhibiert Th1-Zell-vermittelte Effekte und reduziert die Produktion 
pro-inflammatorischer Zytokine durch Makrophagen. Parallel induziert VIP die Differenzierung von 
Th2-Zellen, die anti-inflammatorisches IL-4 produzieren.  
IFN: Interferon, IL: Interleukin, Th: T-Helferzelle, TNF: Tumornekrosefaktor, VIP: vasoaktives 
intestinales Peptid (übernommen von (224)) 
Abbildung 1-6 stellt schematisch den Einfluss von VIP in rheumatoider bzw. experimenteller 
Arthritis dar. So umfassen allgemeine Effekte von VIP die Reduktion der Expression pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-1, IL-6 und pro-inflammatorischer Chemokine wie 
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, macrophage inflammatory protein (MIP)-1 α 
und β sowie die Induktion anti-inflammatorischer Mediatoren wie IL-10 und IL-1Ra 
(löslicher IL-1 Rezeptor). VIP-Applikation in CIA reduzierte die Titer der autoreaktiven 
Antikörper gegen Kollagen Typ II und induzierte einen Shift in der T Helfer-Zellantwort von 
Th1 zu Th2. Zusätzlich wurde die Expression von MMPs gehemmt, die an der Zerstörung von 
Knochen und Knorpel beteiligt sind. Hauptzielzellen der VIP-Effekte sind dabei Fibroblasten- 
und Makrophagen-ähnliche Synoviozyten des Pannusgewebes. Während der Induktion der 
Arthritis ist die Konzentration von endogenem VIP in Serum und Gelenken von Mäusen stark 
erhöht, aber der exponentielle Anstieg pro-inflammatorischer Mediatoren überlagert diese 






aber die Einbeziehung möglicher Nebeneffekte, die den Gastrointestinaltrakt beeinflussen 
sowie die Möglichkeit der Induktion einer generellen Immunsuppression.  
Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich während der Entwicklung von RA ein anti-
inflammatorisches cholinerges /peptiderges Transmittermilieu im synovialen Gewebe 
ausbildet, das initial von Katecholaminen antagonisiert und in späteren Phasen synergistisch 
unterstützt wird.  




2 Ziel der Arbeit 
Makrophagen und Osteoklasten haben eine Schlüsselposition in den pathophysiologischen 
Mechanismen der rheumatoiden Arthritis inne. Zum einen produzieren Makrophagen große 
Mengen an TNF, dem wichtigsten pro-inflammatorischen Zytokin in der RA, und zum 
anderen sind Makrophagen Vorläuferzellen von Osteoklasten, deren übermäßige Aktivierung 
in der RA zur progressiven Gelenkzerstörung beiträgt. Außerdem werden in der 
Entzündungsregion zelluläre Faktoren exprimiert, die durch Inhibition von Apoptose und 
Verstärkung der Proliferation u.a. in Makrophagen, die Persistenz der Entzündung 
propagieren. Neben immunologischen Mediatoren wurden auch Neurotransmitter des 
sympathischen Nervensystems in einer Vielzahl von in vivo-Studien als Modulatoren der 
Arthritis identifiziert. Für katecholaminerge Nervenfasern wurden Arthritis-induzierte 
Veränderungen in der lokalen synovialen Innervierung beobachtet, sowie das dezentralisierte 
Auftauchen von katecholaminergen, TH-positiven Zellen in der Synovialmembran, die ein 
lokal verändertes NA-Mikromilieu erzeugen. Lokal von Knochen- und Periostzellen 
exprimierte Faktoren sind in der Lage, eine Veränderung des katecholaminergen Phänotyps 
von Nervenfasern in einen cholinergen / peptidergen (VIP) Phänotyp zu induzieren und somit 
eine neue regulatorische Neurotransmitterumgebung zu schaffen.  
In dieser Arbeit soll charakterisiert werden, ob durch die verschiedenen Krankheitsstadien 
von Kollagen Typ II-induzierter Arthritis (CIA) in Dark Agouti-Ratten metabolische 
Eigenschaften von Knochenmark-Makrophagen (KMM) sowie deren Kapazität zur 
Osteoklastogenese beeinflusst werden. Weiterhin soll untersucht werden, wie die 
sympathischen Neurotransmitter ACh, NA und VIP an der Induktion und Persistenz der 
Veränderung beteiligt sind. 
Dabei sollen folgende Fragestellungen untersucht werden: 
1. Wie beeinflussen die verschiedenen CIA-Stadien metabolische Eigenschaften von 
Knochenmark-isolierten Makrophagen wie Apoptose, Adhäsion und Proliferation? 
2. Welchen Einfluss haben ACh, NA und VIP auf diese Parameter im Kontext von CIA? 
3. Wird in den verschiedenen CIA-Stadien die Osteoklastogenesekapazität von KMM 
beeinflusst? 
4. Wie beeinflussen ACh, NA und VIP die Osteoklastogenese von KMM im Kontext der 
verschiedenen CIA-Stadien? 





Der in vitro-Ansatz der vorliegenden Doktorarbeit ermöglichte die Analyse der gestellten 
Fragen ohne den Einfluss von undefinierten lokalen und systemischen Gelenksfaktoren. Das 
Ziel der Arbeit ist, den Einfluss verschiedener CIA-Stadien in Zusammenhang mit 
sympathischer Neurotransmitterstimulation auf den Makrophagenmetabolismus des 
Knochenmarks zu charakterisieren. Die vorliegende Arbeit wurde als Teilprojekt des 
Schwerpunktprogramms SPP 1468 „Immunobone“ (GR 1301/10-1) durch die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft gefördert.  




3 Material und Methoden 
3.1 Tierexperimentelle Arbeiten 
3.1.1 Versuchstiere 
Für diese Arbeit wurden 10 Wochen alte weibliche Dark Agouti (DA)-Ratten der Firma 
Janvier (Le Genest St. Isle, Frankreich), mit einem Gewicht von 150-170g verwendet. Die 
Unterbringung erfolgte in den Tierlaboratorien der Universität Regensburg. Circa eine Woche 
vor Versuchsbeginn wurden die Tiere zur Eingewöhnung in Gruppen von 4 oder 6 Tieren in 
einem Standardkäfig unter Standard-Laborbedingungen (Temperatur 22±2°C, 
Luftfeuchtigkeit 50-60%, Licht-Dunkel-Zyklus 12:12 Stunden) untergebracht. Die 
Experimente wurden gemäß der Richtlinien für tierexperimentelle Forschung von der 
Regierung der Oberpfalz genehmigt (Az. 54-2532.1-25/13). 
3.1.2 Kollagen Typ II Arthritis Modell 
Gelöstes bovines Kollagen Typ II (#804001-sol, MD Bioproducts, Egg, Schweiz) und 
inkomplettes Freund Adjuvans (IFA, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurden 
mittels eines Homogenisators im Verhältnis 1:1 gemischt. Die Herstellung und die 
Aufbewahrung der Emulsion bis zur Verwendung erfolgten auf Eis, um eine Denaturierung 
des Kollagens zu verhindern (225). Vor der Injektion wurden die Tiere sediert. Dazu wurde 
zuerst eine Kurzbetäubung mittels des volatilen Narkotikums Isofluran (Baxter, 
Unterschleißheim, Deutschland) vorgenommen. Den so betäubten Tieren wurde anschließend 
ein antagonisierbarer Narkosecocktail bestehend aus Medetomidin (Domitor, Orion Pharma 
Animal Health, Turku, Finnland), Midazolam (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) und 
Fentanyl (Rotexmedica, Trittau, Deutschland) intramuskulär (i.m.) injiziert (Tag 0). Zur 
Auslösung der experimentellen Arthritis wurde den DA-Ratten 300µl des Homogenats 
(entspricht 300µg Kollagen Typ II) ca. 1cm unterhalb der Schwanzwurzel intradermal 
appliziert. Anschließend wurde die Narkose mit einem Aufwachcocktail aus Atipamezol 
(Antisedan, Orion Pharma Animal Health, Turku, Finnland), Flumazenil (Hexal, Holzkirchen, 
Deutschland) und Naloxon (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) antagonisiert. Die 
Aufwachphase der Tiere wurde kontrolliert. Den Kontrolltieren wurde statt Kollagen Typ II 
300µl einer sterilen 0,9%igen Kochsalz (NaCl)-Lösung (Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland) appliziert.  





In den hier dargestellten Experimenten soll der Einfluss von verschiedenen Arthritis-Stadien 
auf die Osteoklastogenese der Knochenmark-Makrophagen untersucht werden. Der erste 
Zeitpunkt wurde mit 10 Tagen nach Immunisierung festgelegt. Zu diesem Zeitpunkt sind noch 
keine äußerlichen Symptome der Arthritis zu erkennen, aber Studien haben gezeigt, dass 
immunologische und endokrine Systeme stark aktiviert sind. Erste äußerliche Symptome 
zeigen sich 15 Tage nach Immunisierung mit Schwellungen einzelner Zehen. Nach 20 Tagen 
ist das frühe akute Arthritisstadium erreicht, mit maximaler Entzündung in den Gelenken aller 
vier Extremitäten. Das chronische Stadium wird nach etwa 40 Tagen erreicht und ist 
gekennzeichnet durch den Rückgang der äußerlichen Entzündungsmerkmale während 
gleichzeitig der maximale Umbau des Gelenkgewebes mit ausgedehnter Fibrotisierung 
erreicht ist. 
3.1.3 Klinischer Bewertungsmaßstab der experimentellen Arthritis 
Um den Verlauf der experimentellen Arthritis zu dokumentieren wurden die immunisierten 
Tiere zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten (10, 15, 20 und 40 Tage nach Immunisierung) 
durch ein Punktesystem bewertet (modifiziert nach (210)). Für das Auftreten von 
Entzündungsanzeichen wie Schwellung und Rötung an einem oder mehreren Zehen einer 
jeweiligen Extremität wurde ein Punkt vergeben. War die Entzündung bis zum Mittelfuß 
ausgeweitet wurden 2 Punkte vergeben, bei entzündeten Gelenken bis zum Knöchel gab es 
drei Punkte. War das Tier in seiner Bewegungsfähigkeit stark beeinträchtigt, so wurde für die 
betroffene Extremität ein zusätzlicher Punkt vergeben. Bei den vorderen Gliedmaßen wurden 
nur die Zehen und der Mittelhandbereich beurteilt. In einigen Fällen konnte an den hinteren 
Extremitäten keine Schwellung oder Rötung festgestellt werden, aber das betreffende Tier 
konnte das Bein nicht mehr bewegen und die Hüfte schien der Hauptort der Entzündung zu 
sein, in diesem Fall wurde ebenfalls mit vier Punkten bewertet. Pro hinterer Extremität 
konnten also maximal vier Punkte und pro vorderer Extremität maximal zwei Punkte 
vergeben werden, Höchstpunktzahl pro Tier 12 Punkte. 
3.2 Zellkultur 
3.2.1 Isolation und Kultivierung von Knochenmark-Makrophagen 
Die Ratten wurden 10, 15, 20 und 40 Tage nach Immunisierung aus dem Experiment 
entnommen und mittels CO2 getötet. Femur und Tibia wurden aseptisch entfernt und das 





Knochenmark nach einem modifizierten Protokoll von Ahmed et al. (226) isoliert. Femur und 
Tibia wurden aus dem Kniegelenk disloziert und die Condylen mit einer 18G-Kanüle (Braun 
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) geöffnet. Hüftkopf und Sprunggelenk wurden 
mittels Schere abgetrennt und die Knochen in der Mitte zerteilt, wobei auf möglichst glatte 
Enden geachtet wurde. Die Knochen wurden mit den nach oben zeigenden gelenknahen 
Bereichen in ein 1,5ml Eppendorf-Röhrchen überführt und 5 Minuten (Min.) bei 5.000xg 
zentrifugiert um das Knochenmark aus dem Knochen zu lösen. Die Zellen des erhaltenen 
Knochenmarks wurden über ein 40µm-Zellsieb vereinzelt und erneut pelletiert (245xg, 5 
Min.). Durch hypotonen Schock in eiskaltem sterilem Aqua bidest (A.dest), wurden die 
enthaltenen Erythrozyten lysiert. Mit 10x PBS wurde die Lösung auf 1x PBS eingestellt und 
zentrifugiert. Das vormals rote Pellet war nach der Behandlung weiß-gelblich und wurde in 
Makrophagen-Medium aufgenommen (20ml/Tier). Knochenmark-Makrophagen (KMM) 
können durch ihre Fähigkeit zur Adhärenz an unbehandelte Plastikoberflächen aus 
Gesamtknochenmark separiert werden (227). Je 5ml der Zellsuspension wurden in eine 
100x20mm-Petrischale (#430591, Corning, Amsterdam, Niederlande) ausgesät. Nach zwei 
Tagen Vorkultur bei 37°C und 5% CO2 wurden die adhärenten Makrophagen durch 0,02% 
EDTA/PBS und 5 Min. Inkubation auf Eis, gefolgt von 1 Min. bei -20°C, sowie mit Hilfe 
eines Zellschabers abgelöst. Nach der Zentrifugation (245xg, 5 Min.) wurden die Zellen in 
MEM aufgenommen und die Zellzahl mittels Cedex-Zellzählgerät (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Germany) bestimmt. Die Zellsuspension wurde auf 1x106 Zellen /ml 




Minimal Essential Medium, Modifikation 
10% fötales Kälberserum (FKS) 
2% Glutamat 
1% Antibiotikum/Antimykotikum alle Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 









3.2.2 In vitro-Osteoklastogenese  
Um die Differenzierung von KMM zu Osteoklasten zu induzieren, wurden die Zellen mit 
einer Dichte von 1,5x104 Zellen/cm2 aus einer Suspension von 1x106 Zellen/ml ausgesät. Um 
ein Anheften der KMM an der Wand der Zellkulturschale zu verhindern, wurde das geringe 
Volumen mit der entsprechenden Zellmenge in die Mitte der Vertiefung pipettiert und nach 5-
10 Min. mit Osteoklasten-Medium aufgefüllt. M-CSF dient als Wachstums- und 
Überlebensfaktor für die KMM, während RankL der hauptsächliche 
Osteoklastendifferenzierungsfaktor ist. Um den besten Endzeitpunkt für die Differenzierung 
herauszufinden, wurde die Differenzierung nach 3, 4 und 5 Tagen durch Fixierung der Zellen 
gestoppt und nach TRAP-Färbung (3.5.1.) die Zellen unter dem Mikroskop ausgezählt. Zellen 
mit mindestens drei Zellkernen wurden als Osteoklasten gewertet. Für alle weiteren 
Experimente wurde ein Differenzierungszeitraum von 5 Tagen gewählt. 
Osteoklasten-Medium 
Minimal Essential Medium, Modifikation 
10% FKS 
2% Glutamat 
1% Antibiotikum/Antimykotikum alle Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
20ng/ml rekombinantes M-CSF (Ratte)  #400-28, Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
50ng/ml rekombinantes RankL (Ratte)  #400-30, Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA 
3.2.3 Neurotransmitter und spezifische Agonisten  
Um den Einfluss der Neurotransmitter auf die Osteoklastogenese zu untersuchen, wurde dem 
Osteoklasten- oder Makrophagenmedium zusätzlich Acetylcholinchlorid (#A22661, 10-6-10-
8M Endkonzentration), L-(-)-norepinephrine (+)-bitartrat-Monohydrat ( #N5785, 10-6-10-8M 
Endkonzentration) und [rat/human/porcine] vasoaktives intestinales Peptid (#V6130, 10-9-10-
11M Endkonzentration; alle von Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) sowie der 
spezifische Agonist für die 7 Untereinheit des nikotinergen Acetylcholinrezeptors, 
ARR17779-Hydrochlorid (#3964, 10-6-10-8M Endkonzentration, Tocris Bioscience, Bristol, 
Grossbritannien) zugegeben. Im Gegensatz zu den Rezeptoren für ACh und VIP, werden 
durch unterschiedliche Konzentrationen von NA verschiedene Rezeptorsubtypen 
angesprochen. Hohe Konzentrationen von NA (10-6M) wirken über niedrigaffine -





Adrenozeptoren und niedrige Konzentrationen (10-8M) vorwiegend über hochaffine -
Adrenozeptoren. 
Für Experimente zum Einfluss von cAMP auf Osteoklastogenese und Kathepsin K-Aktivität 
wurde der Adenylatzyklaseaktivator NKH 477 von Tocris verwendet (#1603, 10-6-10-8M 
Endkonzentration, Bristol, Grossbritannien). 
3.2.4 Herstellung knochenähnlicher Matrix 
Für die in vitro Analyse der Resorptionsaktivität von Osteoklasten gibt es verschiedene 
Möglichkeiten. Neben kommerziell erhältlichen künstlichen Kalziumphosphat-Matrices wie 
zum Beispiel den Osteoassay-Oberflächen von Corning oder den mittlerweile in Deutschland 
nicht mehr erhältlichen „Osteologic Discs“ von BD BioCoat, gibt es auch die Möglichkeit 
natürliche Matrices, wie Dentin aus Elfenbein oder Knochenscheiben aus Rinderknochen, zu 
verwenden. Für die vorliegende Dissertation wurde ein gänzlich neuer Ansatz gewählt. Durch 
osteogene Differenzierung einer Osteosarkomzelllinie (SAOS-2) wurde in Standard 96well-
Platten aus durchsichtigem Plastik (Corning, Corning, NY, USA) eine knochenähnliche 
Matrix, aus kristallinen und proteinogenen Komponenten produziert, die für die 
anschließenden Resorptionsexperimente genutzt wurde. Die Herstellung der Matrix erfolgte 
nach dem Protokoll von (228). Dazu wurden SAOS-2 Zellen in 96well-Platten ausgesät und 
bis zum Erreichen einer Konfluenz von 80-90% in SAOS-2 Medium kultiviert. Anschließend 
wurde das Medium komplett gegen osteogenes Medium ausgetauscht und mit zweimaligem 
Mediumwechsel pro Woche wurden die Zellen so insgesamt für vier Wochen kultiviert. Am 
Boden des Wells war deutlich die Ablagerung einer Matrixähnlichen Schicht zu erkennen. 
Nach vier Wochen wurde das Medium abgesaugt und die Platten wurden mehrfach mit 
sterilem A.dest gewaschen. Um die SAOS-2 Zellen zu entfernen, wurden die Platten mit 
sterilem A.dest gefüllt und für mindestens 24 Stunden (Std.), meist aber bis zur Verwendung, 
bei 4°C gelagert, was eine Lyse der Zellen zur Folge hatte. Um restliche Zelltrümmer zu 
entfernen wurden die Platten vor Aussaat der Osteoklasten erneut gründlich mit sterilem A.dest 
gewaschen. Für jedes Experiment bestehend aus den vier Isolationszeitpunkten wurde eine 









SAOS-2 Medium  
McCoy’s 5A Medium (ohne Phenolrot)  Biochrom/Merck Millipore, Berlin, Deutschland 
15% hitzeinaktiviertes FKS 
2% Glutamat 
1% Antibiotika/Antimykotika  alle Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
 
Osteogenes Medium  
Minimal Essential Medium, Modifikation 
10% hitzeinaktiviertes FKS 
2% Glutamat 





Nachdem die SAOS-2 Matrix für den Resorptionsassay vorbereitet war, wurde das 
Osteoklastenmedium mit den entsprechenden Zusätzen (ACh, NA, VIP, ARR17779) in die 
Platte vorgelegt. Je 5µl der auf 1x106 KMM pro ml eingestellten Zellsuspension wurden 
mittels Multipette hinzupipettiert und die Platte anschließend 2 Min. bei 300xg zentrifugiert. 
Der Zentrifugationsschritt sollte sicherstellen, dass die Zellen gleichmäßig über das Well 
verteilt wurden und sich nicht, wie sonst beobachtet, vorrangig am Rand des Wells ansiedeln. 
Insgesamt wurden die Zellen so für vier Wochen kultiviert. Zweimal pro Woche wurde das 
Medium durch frisches Medium mit den entsprechenden Zusätzen ausgetauscht. Nach Ende 
der Kultivierungsperiode wurden die Platten mit A.dest gewaschen und die Zellen erneut in 
A.dest inkubiert und so lysiert. Anschließend wurde die kristalline Matrix nach der von Kossa 










3.3.1 RNA Isolierung 
3.3.1.1 RNA-Isolierung aus Osteoklasten 
Die RNA-Isolierung aus Osteoklasten wurde mit dem „Absolutely RNA Mini- oder 
Microprep Kit“ von Stratagene (La Jolla, CA, USA) nach den Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Osteoklasten wurden nach 5 Tagen Differenzierung direkt im 
Zellkulturbehältnis mit dem Guanidinthiocynanat/-Mercaptoethanol-haltigen Lysepuffer des 
Isolationskits lysiert und bis zur Aufarbeitung bei -20°C gelagert. Die Isolierung der RNA 
erfolgte in mehreren Schritten. Zuerst wurde der Lysepuffer durch einen Vorfilter (Mini-Kit) 
zentrifugiert und anschließend mit dem gleichen Volumen 70% Ethanol versetzt. Nachfolgend 
wurde die RNA an eine Glasfaser-Substrat-Säule gebunden und enthaltene DNA-
Verunreinigungen mittels DNAse-Verdau entfernt (15 Min., 37°C). Die gebundene RNA 
wurde mit Puffern mit ansteigendem Salzgehalt gewaschen und anschließend in einem 
Volumen von 20-50µl eines auf 60°C erwärmten Elutionspuffers eluiert. Nach der 
Konzentrationsbestimmung bzw. Qualitätsüberprüfung (siehe 3.3.2.) wurde die erhaltene 
RNA bei -80°C gelagert oder direkt in cDNA umgeschrieben. 
3.3.1.2 RNA-Isolierung aus Makrophagen 
Für die RNA-Isolierung aus den KMM-Pellets wurde das Ambion „RNAqueous®-Micro total 
RNA Isolation Kit“ (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ebenfalls nach den Angaben des 
Herstellers verwendet. KMM wurden direkt nach der Vorkultur mittels EDTA/PBS aus der 
Petrischale abgelöst und pelletiert. Das Pellet wurde bis zur Bearbeitung bei -20°C 
aufbewahrt. Die Isolierung erfolgte analog zu 3.3.1.1., jedoch war der benutzte Filter 
wesentlich kleiner und so konnte die RNA in einem Volumen von 10-20µl eluiert werden. 
3.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung, Qualitätsüberprüfung und cDNA-Synthese 
Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Nanodrop 1000-Spektrophotometers (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Zur Überprüfung der RNA-Qualität wurde der 
„RNA 6000 Nano Kit“ von Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) für den Agilent 
2100 Bioanalyzer verwendet. Dieser chip-basierte Assay trennt RNA-Fragmente mittels 
Mikrokapillargel-Elektrophorese nach ihrer Größe auf und ermöglicht so die Unterscheidung 





verschiedener RNA-Arten wie rRNA, mRNA und degradierter RNA. Die Reinheit wird als 
RNA Integrity Number (RIN) ausgegeben, wobei 10 für komplett intakte und 1 für 
degradierte RNA steht. Die RNA-Qualität von Osteoklasten wurde stichprobenartig überprüft, 
und lag meist bei einer RIN>8. Die Qualität der Makrophagen-RNA war zumeist wesentlich 
schlechter mit RIN-Werten von teilweise 5-6. 
Nach der Überprüfung wurde die RNA unter Verwendung des „Affinity Script QPCR cDNA 
Synthesis Kits“ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) in einzelsträngige cDNA umgeschrieben. 
Reaktionsansatz (0,3-3µg RNA) 
10µl cDNA Synthesis Master Mix 
3μl   Oligo(dT) oder Random Primer  
1μl   AffinityScript RT/ RNase Block Enzyme Mixture  
maximal 3 μg RNA 
mit RNase-freiem H2O auf 20 μl auffüllen 
Die anschließende cDNA-Synthesereaktion wurde im T-Gradient Thermocycler (Biometra, 
Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Die initiale Primeranlagerung erfolgte für 5 Min. bei 
25°C, die cDNA-Synthese durch das Enzym Reverse Transkriptase erfolgte bei 42°C für 15 
Min. Die Beendigung der Synthese wurde durch eine Inkubationsphase von 5 Min. bei 95°C 
erreicht. Die so synthetisierte cDNA wurde kurzzeitig bei 4°C und längerfristig bei -20°C 
aufbewahrt. 
3.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
PCR ermöglicht die Vervielfältigung von DNA bzw. cDNA unter Verwendung des Enzyms 
DNA-Polymerase. Die Kettenreaktion entsteht in diesem Fall durch die Tatsache, dass die 
Syntheseprodukte eines Schrittes als Template für den nächsten Schritt dienen und so eine 
exponentielle Vervielfältigung des Ausgangsproduktes erreicht werden kann. 
3.3.3.1 Qualitative Endpunkt-PCR 
Aus dem isolierten cDNA-Gemisch von KMM und Osteoklasten wurden durch Verwendung 
spezifischer Primer (MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland), aufgelistet in Tabelle 3-1, 
entsprechende Gene unter Verwendung der JumpStart Taq DNA Polymerase (Sigma, 
Taufkirchen, Deutschland) im T-Gradient Thermocycler (Biometra, Göttingen, Deutschland) 
vervielfältigt. 






5µl 10x PCR-Puffer 
4μl   Deoxynukleotid Mix (10mM)  
1μl   Forward-Primer 
1µl Reverse-Primer 
1µl JumpStart Taq DNA Polymerase 
Xμl  cDNA (20-100ng)  
mit A.dest auf 50 μl auffüllen 
PCR-Parameter 
1) 94°C  1 Min.  initiale Denaturierung 
2) 94°C  30 Sek.  Denaturierung 
3) 60°C  30 Sek.  Annealing (Primeranlagerung) 
4) 72°C  1 Min.  Extensionsphase (DNA-Synthese)  ← Schritt 2) 35 Zyklen 
5) 72°C  1 Min.  finale Extensionsphase 
6) 4°C halten 
Die so amplifizierte cDNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.3.4.) und 
Ethidiumbromidfärbung mit einem Größenmarker verglichen. 
Tabelle 3-1: Primersequenzen für qualitative Endpunkt-PCR und quantitative real-time-PCR 




Größe [bp] Acc.Nr. 
Osteoclastenmarkergene 
Kathepsin K Fwd: AGACGCTTACCCGTATGTGG 59.4 151bp NM_031560 
 Rev: GGACACAGAGACGGGTCCTA 61.4   
Calcitonin Rezeptor Fwd: GATGCTGTGTGAGGGGATCT 59.4 152 bp NM_001034015 
 Rev: CGTTGTAGTAGACGGCACGA 59.4   
Kohlensäureanhydrase II Fwd: TGGTTCACTGGAACACCAAA 55.3 100 bp NM_019291 
 Rev: GAGGCAGGTCCAATCTTCAA 57.3   
Integrin  Fwd: GTCACCACGAACATCACCTG 59,4 108 bp XM_003753778.1 
 Rev: TACCAACACGGCCAGTAACA 57,3   
Integrin 3 Fwd: TGACATCGAGCTGGTGAAAG 57,3 224 bp NM_153720.1 
 Rev: GAGTAGCAAGGCCAATGAGC 59,4   
MMP-9 Fwd: TTCGACGCTGACAAGAAGTG 61.4 156 bp NM_031055 
 Rev: AGGGGAGTCCTCGTGGTAGT 57.3   
NFATc1 Fwd: ACGATGTGGAGGTGGAAGAC 59.4 161 BP XM_002725364 
 Rev: CTCATAGGAGGACGCCTCAG 61.4   





tartrat-resistente saure  Fwd: GAGAACGGTGTGGGCTATGT 59.4 131 bp NM_019144 
Phosphatase (TRAP) Rev: GTGAAGCCACCCAGAGAGTC 61.4   
ATPase proton pump  Fwd: CCTCCTACTTGCGTCTCTGG 61,4 261 bp NM_199089.2 
subunit (Tcirg1) Rev: TGTAGCCGGTCCCTGAATAG 59,4   
Rank Rezeptor Fwd: AGGGAAAACGCTGACAGCTA 59,3 171 bp NM_001271235 
 Rev: ACCATCTTCTCCTCCCGAGT 59,7   
Neurotransmitter-Rezeptorgene 
VIP Rezeptor 1 Fwd: ATCCTCCTCTCCATCCTGGT 59,1 140 bp NM_012685.2 
 Rev: ATGAGCAGAAGCGTGGACTT 59,7   
VIP Rezeptor 2 Fwd: CAGATGTTGGTGGCAATGAC 57,4 165 bp NM_017238 
 Rev: CCTGGAAGGAACCAACACAT 57,7   
PACAP Rezeptor 1 Fwd: ACGTCAGCAAGAGGGAAAGA 59,0 136 bp NM_133511 
 Rev: ACCTTCCAGCTCCTCCATTT 58,6   
M1 muskarinerg AChR Fwd: ACAGCTGGCCAAGAGAAAGA 59,2 180 bp NM_080773 
 Rev: CATAGCCAGTAGCCCAGCTC 60,0   
M2 muskarinerg AChR Fwd: GGTCAGAGTGGGGATGAAAA 57,1 135 bp NM_031016 
 Rev: AGCCAACAGGATAGCCAAGA 58,7   
M3 muskarinerg AChR Fwd: ACAGCTGCATACCCAAAACC 58,7 205 bp NM_012527 
 Rev: GGCACTCGCTTGTGAAAAAT 57,6   
M4 muskarinerg AChR Fwd: CAGAGCTGTATCCCCGAGAG 59,0 104 bp NM_031547.1 
 Rev: TTGAAAGTGGCATTGCAGAG 56,9   
M5 muskarinerg AChR Fwd: CAG AGA AGC GAA CCA AGG AC 59,4 236 bp NM_017362.4 
 Rev: CTC AGC CTT TTC CCA GTC AG 59,4   
7 nikotinerg AChR Fwd: GCTCCTGCTACATTGACGTTC 59,8 105 bp NM_012832.3 
 Rev: GCATTTGCAGGTCCAGTGAC 59,4   
Adrenozeptor 1A Fwd: TGATCCTCTCAGTGGCCTGTC 61,2 101 bp NM_017191 
 Rev: CAGCACAGTGGAGGTGAGGAG 62,4   
Adrenozeptor 1B Fwd: AACCTTGGGCATTGTAGTCG 58,2 147 bp NM_016991 
 Rev: AGGCAGCTGTTGAAGTAGCC 60,3   
Adrenozeptor 1D Fwd: CAA CCT GCT GGT CAT CCT TT 58,1 233 bp NM_024483.1 
 Rev: AGATGGTGCAGAGGCTAAGG 59,2   
Adrenozeptor2A Fwd: GTGTGTTGGTTCCCGTTCTT 58,6 149 bp NM_012739 
 Rev: CGGAAGTCGTGGTTGAAAAT 56,7   
Adrenozeptor 2B Fwd: AGTTTTCGTGGTCTGCTGGT 58,8 163 bp NM_138505.2 
 Rev: GTCCTGGTTGAAGACGGTGT 59,9   
Adrenozeptor 2C Fwd: TCCGTCGAGTTCTTCCTGTC 59,1 141 bp NM_138506 
 Rev: GAAGGGGAACCAGCACAGTA 59,3   
Adrenozeptor  Fwd: TCAAGACACTGGGCATCATC 57,6 130 bp NM_012701 
 Rev: CCCAGCCAGTTGAAGAAGAC 58,5   
Adrenozeptor  Fwd: CACATCGCCCTTCAAGTACC 59,6 116 bp NM_012492 
 Rev: ACCAGTGCATCTGGATAGGC 59,5   
Adrenozeptor  Fwd: CGCACCTTGGGTCTCATTAT 57,7 150 bp NM_013108 
 Rev: GAAGGCAGAGTTGGCATAGC 59,0   
     





MCSF-Rezeptor Signalweg-assoziierte Moleküle 
Bcl2 Fwd: GGGAGCGTCAACAGGGAGATG 63.7 169 bp NM_016993.1 
 Rev: GACAGCCAGGAGAAATCAAACAGAG 63.0   
Akt1 Fwd: CACCGTGTGACCATGAACGA 57,5 238 bp NM_033230.2 
 Rev: GGTCGTGGGTCTGGAATGAG 59,5   
SoS1 Fwd: TGGCACATAAGCAGACCTGG 57,5 115 bp NM_001100716 
 Rev: GCTGCACAGCTCGGTATAGA 57,5   
Grb2 Fwd: TAGAACAGGTGCCACAGCAGC 59,5 100 bp NM_030846.2 
 Rev: TGAATGAAGTCTCCTCGGCG 57,5   
Foxo3 Fwd: CGGCTCACTTTGTCCCAGAT 57,5 149 bp NM_001106395.1 
 Rev: TCGTTCTGAACCCGCATGAA 55,4   
M-CSF Rezeptor (csfr) Fwd: TACTGCTGCTACGGAGACCT 57,5 147 bp NM_001029901.1 
 Rev: ACTGTCCCTGCGCACATATT 57,5   
Mapk1 (Erk1) Fwd: TGCTTTCTCTCCCGCACAAA 55,4 185 bp NM_053842.1 
 Rev: AGCAATGGGCTCATCACTTG 55,4   
Mapk3 (Erk2) Fwd: AACTCCAAGGGCTACACCAA 55,4 285 bp NM_017347.2 
 Rev: GGTTAACATCCGGTCCAGCA 57,5   
c-Myc Fwd: TCGCCCAAATCCTGTACCTC 57,5 160 bp NM_012603.2 
 Rev: CATCTTGTTCTTCTTCAGAGTCGC 57,9   
PU.1 Fwd: TGGAGAAGCTGATGGCTTGG 57,5 175 bp AB154364.1 
 Rev: GTGCTTGGACGAGAACTGGA 57,5   
Endogenes Kontrollgen (“Haushaltsgen”) 
GAPDH Fwd: TTG GTG GTG CAG GAT GCA TTG C 61,2 291 bp NM_017008.3 
 Rev: CAC AGT CAA GGC TGA GAA TGG G 64,5   
     
3.3.3.2 Quantitative real-time PCR 
Unterschiedliche Genexpressionsraten zwischen Osteoklasten NaCl-behandelter und 
arthritischer Tiere wurden mittels quantitativer real-time PCR (qRT-PCR) untersucht. Dazu 
wurden spezifische Primer (Tabelle 3-1, MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland), der 
„Brillant II SYBR Green QPCR Master Mix“ (Stratagene, La Jolla, USA) und das Mx3005P 
QPCR System von Agilent Technologies benutzt. Durch Denaturierung wird aus dem 
Doppelstrang der interkalierende SYBR-Green-Farbstoff nach jedem Zyklus freigesetzt und 
die Fluoreszenzintensität gemessen. Die Zunahme der Fluoreszenzintensität ist proportional 
zur Zunahme der PCR-Produkte und ermöglicht so eine Quantifizierung der Genexpression. 
25µl Reaktionsansatz 
Je 0,5µl (1 nM) Forward- bzw Reverse-Primer 
12,5µl BrillantR II SYBR Green QPCR Master Mix  





0,375µl  ROX-Referenz-Farbstoff 
5µl (20-25ng) cDNA 
Auffüllen auf 25µl  A.dest 
Die PCR-Ansätze wurden initial für 10 Min. bei 95°C denaturiert. Anschließend folgten 40 
Zyklen mit jeweils einem Denaturierungsschritt bei 95°C für 30 Sekunden (Sek.), einem 
Annealing-Schritt bei 60°C für 60 Sek. und einem Elongationsschritt bei 72°C für 60 Sek.  
Die Proben wurden in eine 96-Well-PCR-Platte (Kisker GbR, Steinfurt, Deutschland) als 
Duplikate aufgetragen und gemessene Ct-Werte (dRn) anschließend mit Hilfe der MxPro 
QPCR Software für Mx3000P und Mx3005P QPCR Systeme (Stratagene, La Jolla, USA) in 
Microsoft Excel übertragen und mittels der Ct-Methode ausgewertet. Dazu wurden die Ct-
Werte der zu untersuchenden Gene auf die gemessenen Ct-Werte von GAPDH 
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, „Haushaltsgen“) normiert und anschließend 
die erhaltenen Werte für die arthritischen Tiere auf die der NaCl-behandelten Kontrollen 
bezogen (relative Genexpression).  
3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese 
100ng cDNA wurden mit Ladepuffer (6x Gel Loading Dye, Fermentas, Thermo Fisher 
Scientific, Braunschweig, Deutschland) gemischt und auf ein Agarosegel mit einer 
Konzentration von 1,5% (w/v, Seakem Agarose, Lonza, Basel, Schweiz) in TAE Puffer mit 
~20mg/ml Ethidiumbromid (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) aufgetragen. Die definierte 
Porengröße und das angelegte elektrische Feld (~90V, 45-60 Min.) bewirkten eine 
Auftrennung der cDNA-Fragmente nach ihrer Größe. Die Gele wurden unter UV-Licht in 
einer Geldokumentationsstation fotografiert (Intas UV Systems, Göttingen, Deutschland). Die 
Fragmentgröße konnte anhand eines Markers (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Fermentas –
Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland) mit Fragmenten definierter Größe 
verglichen werden. 
 
TAE Puffer  
0.8 mM Tris-Base  AppliChem, Gatersleben, Deutschland 
0.8 mM Essigsäure  Merck, Darmstadt, Deutschland 
0.04 mM EDTA  AppliChem, Gatersleben, Deutschland 
pH 7.8 
 






3.4.1 Kathepsin K-Enzymassay 
Kathepsin K ist eine Cysteinprotease, die von Osteoklasten exprimiert wird und hauptsächlich 
für den Abbau der proteinogenen Knochenmatrix verantwortlich ist. Kathepsin K ist in der 
Lage die Peptidbindung des synthetischen Peptids Benzyloxycarbonyl-L-Leucyl-L-Arginine-
4-methylcoumaryl-7-Amid (Z-Leu-Arg-AMC, Peptanova, Sandhausen, Deutschland) zu 
hydrolysieren und somit das fluoreszierende Molekül 7-Amino-4-Methylcoumarin 
freizusetzen (Methode modifiziert nach (229)). Mittels einer Standarkurve von 7-Amino-4-
Methylcoumarin (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) kann die Enzymaktivität von 
Kathepsin K im Zellkulturüberstand berechnet werden.  
Es wurden 15.000 KMM pro Well in 24well-Platten (Corning, Corning, NY, USA) mit 
autoklavierten Glasplättchen (Menzel Gläser, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, 
Deutschland) 5 Tage in Osteoklastenmedium mit oder ohne ACh, NA, VIP, ARR17779 oder 
NKH 477 differenziert und anschließend das Medium gegen FCS-freies Medium mit oder 
ohne Zusätze ausgetauscht. Nach 24 Std. wurde der Überstand abgenommen, aliquotiert und 
entweder sofort für den Kathepsin K-Assay verwendet oder bei -80°C gelagert. Der 
Reaktionsansatz wurde in die Vertiefung einer durchsichtigen 96well-Platte (Corning, 
Corning, NY, USA) pipettiert, die Platte mit Parafilm abgedeckt und anschließend bei 37°C 
auf einem Vertikalschüttler bei ~200rpm inkubiert. Nach 24 Std. wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 50µl Stopp-Puffer beendet und das Fluoreszenzsignal bei 465nm im Photometer 
gemessen (Anregung 365nm, Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz). Die Menge des 
freigesetzten 7-Amino-4-Methylcoumarin wurde auf die Gesamtproteinmenge pro ml 
Zellkulturüberstand bezogen. 
Reaktionsansatz Kathepsin K-Assay 
50µl Zellkulturüberstand 
170µl Reaktionspuffer 




(1. Standard 1:200 aus 0,05M Stocklösung, Blank: Reaktionspuffer) 






0,1M Natriumacetat  Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
1mM EDTA   Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, Deutschland 
pH 5,5 
0,1mM Dithiothreitol  Applichem, Gatersleben, Deutschland 
 frisch zusetzen 
Stopp-Puffer 
0,1M Tris   Applichem, Gatersleben, Deutschland 
0,1M Iodessigsäure  Applichem, Gatersleben, Deutschland 
pH 8 
3.4.2 BrdU Proliferations-Assay 
Um die Proliferationskapazität der KMM zu bestimmen, wurde der kolorimetrische BrdU-
Inkorporationsassay der Firma Roche verwendet. Das Assayprinzip beruht auf dem Einbau 
von 5-Bromo-2‘-deoxyuridine (BrdU) statt Thymidin während der DNA-Synthesephase der 
Mitose. BrdU kann mittels eines spezifischen Peroxidase (POD)- gekoppelten Antikörpers 
detektiert werden und nach Inkubation mit einer Substratlösung für POD, kann die Absorption 
im Spektralphotometer gemessen werden.  
Pro Vertiefung einer 96well-Mikrotiterplatte (Corning, Corning, NY, USA) wurden 5000 
KMM nach der Ernte ausgesät und über Nacht in Makrophagenmedium bei 37°C und 5% 
CO2 kultiviert. Nach ca. 16 Std. wurde für 24 Std. auf FCS- und M-CSF-freies Medium 
gewechselt um die Zellen zu synchronisieren. Anschließend erfolgte der Mediumwechsel auf 
komplettes Makrophagenmedium mit oder ohne Neurotransmitter (ACh, VIP, NA, 
ARR17779) und den Kontrollansätzen mit DMSO und A.dest. In jedem Ansatz war BrdU aus 
dem Kit in 1:1000 Verdünnung enthalten. Als Blank diente Makrophagenmedium mit BrdU. 
Nachdem die Zellen für 48 Std. bei 37°C und 5% CO2 proliferieren konnten, wurden die 
weiteren Schritte nach der Anleitung des Herstellers durchgeführt. Dazu wurden die Zellen 
erst fixiert und anschließend mit dem anti-BrdU-POD Antikörper für 90 Min. inkubiert und 
nach dem Waschschritt mit Substratlösung inkubiert bis die Blaufärbung ausreichend stark 
entwickelt war. Zum Abstoppen der Reaktion wurde 1M H2SO4 zugegeben und die 
Absorption bei 450nm mit einer Referenzwellenlänge von 690nm in einem Mikrotiterplatten-
Photometer (Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz) gemessen. 





3.4.3 Caspase 3/7 Assay 
Die Aktivität der Caspase 3/7 wurde mittels Apo-ONE® Homogenous Caspase 3/7 Assay-Kit 
von Promega (Madison, WI, USA) in Makrophagen und Osteoklasten analysiert. Das 
Assayprinzip beruht auf der Freisetzung von fluoreszierendem Rhodamin 110 aus der nicht-
fluoreszierenden Vorstufe bis-[N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide] 
(Z-DEVD-R110) durch Caspase 3/7 und ist ein Maß für die apoptotische Aktivität von Zellen. 
®Promega 
 
Abbildung 3-1: Prinzip des Apo-ONE Homogeneous Caspase 3/7 Assays von Promega. 
Durch Spaltung des nichtfluoreszierenden Moleküls Z-DEVD-R110 durch Caspase 3/7 wird das 
fluoreszierende Rhodamin 110 freigesetzt und kann photometrisch bestimmt werden.  
3.4.3.1 Knochenmark-Makrophagen 
Nach der Ernte wurden 5000 KMM pro Well in Makrophagen-Medium in schwarze 96-Well-
Platten mit lichtdurchlässigem Boden (BD Microplates, San Jose, CA, USA) ausgesät. Nach 
16-18 Std. wurde auf MEM mit 2% Glutamat und 1% Antibiotikum/Antimykotikum (alle 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) gewechselt um die Zellen zu synchronisieren. 
Nach 24 Std. wurde das Medium durch komplettes Makrophagen-Medium mit M-CSF und 
den jeweiligen Neurotransmittern ersetzt (50µl pro well, ACh, NA, VIP, ARR17779) und 
50µl Caspase-Substrat (Substratlösung 1:10 in Zelllyse/Aktivitätspuffer) zugegeben. Nach 6-
10 Std. wurde die Fluoreszenz des durch Caspase 3/7 Aktivität freigesetzten Fluorophors bei 
521nm im Mikrotiterplatten-Photometer (Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz) gemessen. 
3.4.3.2 Osteoklasten 
Um die Caspase 3/7-Aktivität in Osteoklasten zu bestimmen, wurden 5000 KMM wie unter 
3.4.3.1. ausgesät und für 5 Tage in Osteoklasten-Medium ohne Zusätze differenziert, mit 
einem Mediumwechsel an Tag 3. Anschließend wurde analog zu 3.4.3.1. verfahren.  






Das Prinzip des Kristallviolett-Assays beruht auf der Inkorporation des Farbstoffes 
Kristallviolett in die Zelle. Nach einer definierten Adhäsionszeit und dem Entfernen 
ungebundener Zellen durch gründliches Waschen, wird der Farbstoff durch Ethanol wieder 
aus der Zelle herausgelöst und die Absorption mittels Photometer bestimmt. Die Höhe der 
Absorption ist dabei proportional zur Farbstoffmenge und damit zur Zellmenge pro Kavität. 
Durch Vergleich gegen eine Kontrollgruppe kann so der Einfluss verschiedenster Faktoren 
auf die Adhäsionskapazität untersucht werden. Nach der Isolierung wurden 5000 KMM pro 
Kavität in einer 96well-Mikrotiterplatte aus unbehandeltem Plastik (Corning, Corning, NY, 
USA) in Makrophagenmedium allein (unstimuliert) oder in Gegenwart von ACh, NA, VIP 
und dem 7 nAChR-Rezeptoragonisten ARR17779 ausgesät. Für die Untersuchungen zur 
Adhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix wurden vorgefertigte Platten mit 
Kollagen I-Beschichtung (Corning BioCoat Kollagen I, 96-Well, klar, Flachboden #354407, 
Charge 13514028), Fibronektin-Beschichtung (Corning BioCoat Fibronectin, 96-Well, klar, 
Flachboden #354409, Charge 4048010) sowie Laminin-Beschichtung (Corning BioCoat 
Laminin, 96-Well, klar, Flachboden, #354410, Charge 3038521) analog zu den oben 
beschriebenen Experimenten zur Adhäsion an Plastik untersucht. 
Nach 36 Std. bei 37°C und 5% CO2, wurden die KMM in 1% Glutaraldehyd-Lösung für 30 
Min. fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit A.dest wurden die Zellen 15 Min. mit 0,02% 
Kristallviolettlösung gefärbt und anschließend solange gewaschen bis das A.dest keine 
Blaufärbung mehr anzeigte (5-6mal). Das in den Zellen enthaltene Kristallviolett wurde nach 
Inkubation in 150µl 70% Ethanol für 3 Std. bei 100rpm (Vertikalschüttler) aus den Zellen 
herausgelöst. Die Messung der Absorption erfolgte bei 595nm im Mikrotiterplatten-
Photometer (Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz). 
3.4.5 Proteinbestimmung in Zellkulturüberständen 
Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 
bestimmt, der auf der Biuret-Reaktion beruht. Dabei reduzieren die Peptidbindungen der 
Proteine Cu2+ unter alkalischen Bedingungen zu Cu+, welches anschließend von 
Bicinchoninsäure (BCA) in einem violetten Chelat-Komplex gebunden wird, der bei 562nm 
spektralphotometrisch erfasst werden kann. Die enthaltene Proteinmenge ist proportional zu 





der Menge an reduziertem Cu2+ und kann daher anhand einer mitgeführten Standardreihe mit 
definiertem Proteingehalt bestimmt werden.   
Als Proteinstandard diente Bovines Serum Albumin (BSA), welches mit A.dest zu einer 
seriellen Standardreihe (0 - 2000 μg/ml) verdünnt wurde. 10μl jedes Standards, 
beziehungsweise jeder zu messenden Probe, wurden in 200μl BCA-Arbeitslösung pipettiert 
und für 30 Min. bei 37°C inkubiert. Es erfolgte jeweils mindestens eine Doppelbestimmung. 
Die Absorption von Proben und Standard wurde anschließend in einem Mikrotiterplatten-
Photometer (Tecan AG, Männedorf, Schweiz) bei 560nm gemessen und anhand einer linearen 
Kalibrierungskurve die Proteinkonzentration in µg/ml bestimmt. 
3.5 Histologie und Immunfluoreszenzfärbung 
3.5.1 Tartrat-resistente saure Phosphatase-Färbung 
Um das Vorhandensein der tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP) nachzuweisen, 
einem Osteoklastenmarker, der auch von den Vorläuferzellen exprimiert wird, wurden die 
Zellen mittels des „Acid phosphatase, Leukocyte (TRAP)“-Kits von Sigma-Aldrich (#A387, 
Taufkirchen, Deutschland) nach den Instruktionen des Hersteller fixiert und angefärbt.  
Es wurden 15.000 KMM in 24well-Platten (Corning, Corning, NY, USA) mit autoklavierten 
Glasplättchen (Menzel Gläser, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland) 5 Tage 
in Osteoklastenmedium mit oder ohne ACh, NA, VIP, ARR17779 oder NKH 477 
differenziert, mit einem Mediumwechsel (und entsprechenden Zusätzen) nach 3 Tagen. Nach 
Entfernen des Kulturmediums wurden die Zellen für 30 Sek. in Citrat-
Puffer/Aceton/Formaldehyd in der Platte fixiert und zweimal mit A.dest. gewaschen und 
anschließend für 60 Min. bei 37°C mit 300µl der Färbelösung inkubiert. Die Farbreaktion 
beruht auf der Hydrolyse des Phosphatesters der Naphthol AS-BI Phosphorsäure durch 
TRAP, und der anschließenden Reaktion mit dem diazotierten „Fast Garnet GBC“-Salz zu 
einem schwerlöslichen Farbstoff. Auf eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin wurde verzichtet, 
da schnell eine Überfärbung der Zellen auftrat. Positiv gefärbte Zellen, Osteoklasten und auch 
Makrophagen, erscheinen rot-violett, in einigen Fällen auch eher bräunlich-rot. Zellen mit 
drei und mehr Zellkernen wurden als Osteoklasten gewertet und gezählt. 
Reaktionsansatz (50ml) 
45ml 37°C A.dest 





1ml Diazot. Fast Garnet GBC (1:1 Fast Garnet GBC / Natriumnitrit) 
0,5ml  Naphthol AS-BI Phosphorsäure 
2ml Azetatlösung 
1ml  Tartrat-Lösung  
3.5.2 von Kossa-Matrixfärbung 
Die Färbung beruht auf der Reaktion von Silberionen mit dem Phosphat der Matrix und der 
anschließenden Oxidationsreaktion des Silbers unter UV-Licht. Vorhandene Matrix erscheint 
schwarz bis dunkelbraun und kann so von den Stellen, die durch Osteoklasten resorbiert 
wurden unterschieden werden. Die Matrix-Platten wurden nach Ende des Resorptionsassays 
mindestens 24 Std. in A.dest inkubiert und so die verbliebenen Zellen lysiert. Nach 
mehrmaligem waschen wurden die Platten in einer 1%igen Silbernitratlösung für 3 Std. unter 
UV-Licht (Sterilbank) inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde 5%ige Thiosulfatlösung 
zugegeben um das restliche ungebundene Silbernitrat zu entfernen. Nach dem abschließenden 
Waschen mit A.dest, wurden die Platten getrocknet und bis zur Analyse im Dunkeln gelagert. 
Die Platten wurden mit dem TissueFAXS System (DFG-Nr. INST 89/341-1 FUGG) der 
Firma TissueGnostics (Wien, Österreich) gescannt. Dafür wurden von jedem Well circa 80 
Einzelbilder in hundertfacher Vergrößerung aufgenommen und von der Software zu einem 
Gesamtbild zusammengesetzt. Die Analyse der Resorptionsstellen erfolgte nach Verblindung 
manuell unter Verwendung eines Bamboo Fun & Touch Pads (Bamboo Fun Pen & Touch, 
Wacom, Saitama, Japan) und Photoshop CS4 (Adobe, San José, CA, USA).  
3.5.3 Immunfluoreszenzfärbung 
Für die Analyse der Rezeptorexpression wurden 10.000 KMM pro Vertiefung auf 
Objektträger mit 8 integrierten Zellkulturkammern (8-Well-Chamber-Slide, BD Bioscience, 
San Jose, CA, USA) ausgesät und 5 Tage in Osteoklastenmedium differenziert. Anschließend 
wurden die Zellen 10 Min. in 4% Paraformaldehyd fixiert, mit PBS gewaschen und 20 Min. 
bei Raumtemperatur (RT) in 5% Ziegenserum (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
inkubiert um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die Inkubation mit den primären 
Antikörpern gegen den muskarinergen ACh-Rezeptor M5, den nikotinergen ACh-Rezeptor 
7, PACAP-Rezeptor 1 sowie die Adrenozeptoren 1D, 2B und 2 erfolgte über Nacht bei 
4°C. Die Verdünnung aller Antikörper erfolgte in 1% Ziegenserum in PBS. Die 
entsprechenden Antikörper und die verwendete Verdünnung sind in Tabelle 3-2 





zusammengefasst. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einem Ziege 
anti-Kaninchen F(ab‘)2-Fragment gekoppelt an Alexa 488 für 1 Std. bei RT im Dunkeln 
inkubiert. Abschließend wurden die Zellkerne mit 4’,6-diamidino-2-Phenylindol (DAPI) 
gegengefärbt und die Objektträger mit „Fluorescence Mounting Medium“ von Dako 
(Hamburg, Deutschland) überschichtet und mit einem Glasplättchen abgedeckt. Die Färbung 
wurde anschließend in einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse TE2000-U, Tokyo, 
Japan) fotografiert und mit Photoshop CS4 (Adobe, San José, CA, USA) bearbeitet. 
3.6 Durchflusszytometrische Analysen 
Mittels Durchflusszytometer können Zellen mit hoher Geschwindigkeit einzeln an einem 
Laserstrahl vorbeigeleitet werden, der durch die Beschaffenheit der Zelle abgelenkt wird. 
Diese Beugungsstrahlen werden mit verschiedenen Detektoren erfasst und ermöglichen so 
Aussagen über Größe (FSC - Forward Scatter) und Granularität (SSC - Side Scatter) der 
Zelle. Markiert man zusätzlich spezielle Moleküle mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten 
Antikörpern, die mittels Laser angeregt werden können, erlaubt die Durchflusszytometrie die 
Analyse einer großen Vielfalt von Fragestellungen in einer großen Anzahl von Zellen in sehr 
kurzer Zeit. Für dir nachfolgend beschriebenen Experimente wurde ein BD FACS Calibur™ 
der Firma BD Biosciences verwendet. 
3.6.1 Zellzyklus 
Das Prinzip beruht auf der Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs Propidiumiodid (PI) in die 
DNA einer Zelle, deren Signal dann mittels Durchflusszytometrie gemessen werden kann. 
Der Zellzyklus besteht aus drei Phasen: die G1/G0-Phase bezeichnet den Zeitraum zwischen 
Kernteilung und DNA-Synthese in der Zellbestandteile, sowie Moleküle für die 
Synthesephase der DNA produziert werden; in der S-Phase, der Synthese-Phase, erfolgt die 
Verdopplung der DNA und in der abschließenden Phase (G2/M-Phase) erfolgt letztendlich die 
Mitose und der Eintritt in eine weitere Zellzyklusrunde oder in das Differenzierungsstadium. 
Um Unterschiede in der Verteilung der Zellzyklusstadien zwischen KMM von Kontrolltieren 
und arthritischen Tieren zu bestimmen, wurde eine Zellzyklusanalyse mittels PI durchgeführt. 
In einer 100x20mm Petrischale wurden 1,5-2 Millionen KMM ausgesät und in 
Makrophagenmedium für 16 Std. kultiviert. Anschließend wurde für 48 Std. Serum und M-
CSF entzogen, um die Zellen in der G1/G0-Phase zu synchronisieren. Danach wurde erneut 
Makrophagenmedium zugegeben und nach weiteren 48 Std. die Zellen für die 





Zellzyklusanalyse geerntet. Das Ablösen der Makrophagen erfolgte mit 5mM 
EDTA/Trypsin/PBS auf Eis und 1 Min. Inkubationsphase bei -20°C. Um eine komplette 
Ablösung zu erreichen wurde zusätzlich ein Zellschaber verwendet und anschließend die 
Zellen für 5 Min. bei 245xg pelletiert. Das Zellpellet wurde in kaltem 2%igem BSA/PBS 
gewaschen, zentrifugiert und anschließend 10 Min. in einem Methanol-Aceton-Gemisch (3:1) 
fixiert. Nach dem Verdau von RNA mit RNAse (1mg/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 
Germany) für 1 Std. bei 37°C wurde die DNA mittels PI (50µg/ml für 1x106 Zellen in 500µl, 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) angefärbt und im Durchflusszytometer analysiert. 
Die Auswertung wurde mit dem Zellzyklus-Tool der FlowJo Software (Treestar, Ashland, 
OR, USA) durchgeführt. 
3.6.2 Oberflächenmarker und Integrinexpression 
Für die Analyse der Oberflächenmarker wurden KMM nach der Ernte über Nacht bei 4°C im 
Rotor aufbewahrt und anschließend 5 Min. bei 245xg zentrifugiert. Die Integrinfärbung 
erfolgte direkt nach der Ernte der KMM. Die Analyse der Oberflächenmarker auf nativen 
Knochenmarkzellen erfolgte noch am Tag der Isolierung des Knochenmarks, wofür noch vor 
Lyse der Erythrozyten 20 Millionen Zellen entnommen und bis zur Färbung bei 4°C 
aufbewahrt wurden. Unspezifische Bindungen wurden durch Inkubation in 5% Ziegenserum 
(Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) für 30 Min. bei 4°C geblockt. Für die Analyse der 
Integrinexpression und der Charakterisierung von nativem Knochenmark wurde zusätzlich ein 
monoklonaler Maus anti-Ratte CD32-Antikörper in die Zellsuspension gegeben. Dieser 
Antikörper blockiert die unspezifische Bindung von Antikörpern über ihren Fc-Teil an FcIII-
Rezeptoren, die zahlreich von Makrophagen exprimiert werden. Anschließend erfolgte die 
Inkubation der nativen Knochenmarkzellen mit Antikörpern gegen CD11b, EMR1 (EGF-like 
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1, Pan-Makrophagenmarker) und CD90 
sowie den entsprechenden Isotypkontrollen. Die nach 2-tägiger Vorkultur geernteten KMM 
wurden mit Antikörpern gegen CD11b, EMR1, CD90 und, für die Analyse der 
Integrinexpression, mit Antikörpern gegen CD29 und CD51/CD61 sowie den entsprechenden 
Isotypkontrollen inkubiert. Die verwendeten Antikörper und Verdünnungen sind in Tabelle 3-
2 aufgelistet. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei 4°C für 30 Min. Nach einem 
Waschschritt mit 2% FKS/PBS wurden ungekoppelte primäre Antikörper mittels Alexa 488-
gekoppelten F(ab‘)2 Fragmenten gegen die entsprechende Spezies, detektiert (dunkel, 30 
Min., 4°C). Nach einem weiteren Waschvorgang in 2% FKS/PBS wurden die Zellpellets in 





2% FKS/PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer die Expression der entsprechenden 
Marker analysiert 
Die Auswertung der Oberflächenmarkerexpression auf KMM wurde mit der FlowJo Software 
(Treestar, Ashland, OR, USA) durchgeführt. Die Auswertung der 
Oberflächenmarkerexpression auf nativen Knochenmarkzellen und die Integrinexpression auf 
KMM erfolgte mit der Software Flowing 2.5.1 (entwickelt von Perttu Terho, Zentrum für 
Biotechnologie Turku, Finnland). 
  





Tabelle 3-2: Antikörperliste für Immunfluoreszenzfärbungen und Durchflusszytometrie 
Antigen Host Klonalität Reaktivität Verdünnung Hersteller 
Immunfluoreszenz 
Acetylcholinrezeptor 
nikotinerg 7 Untereinheit 




Kaninchen polyklonal Ratte 1:400 Abcam, 
ab41171 
Adrenozeptor 1D Kaninchen polyklonal Human, Maus, 
Ratte 
1:100 Alomone Labs, 
AAR-019 
Adrenozeptor 2B Kaninchen polyklonal Human, Maus, 
Ratte 
1:100 Alomone Labs, 
AAR-021 




PACAP Rezeptor 1 (H-55) Kaninchen polyklonal Human, Maus, 
Ratte 





























































IgM PE-konjugiert Armenischer 
Hamster 











Ziege  Kaninchen 1:400 LifeTechnologies 
A-11070 





3.7 Statistische Analyse 
Die statistische Datenauswertung erfolgte unter Verwendung des Programmes Prism 4 der 
Firma GraphPad Software (San Diego, CA, USA). Die Daten sind als Mittelwerte ± 
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) oder als Boxplot dargestellt. Die Boxen der Boxplots 
zeigen den Median sowie die oberen und unteren Quartile der Daten. Die Whisker umfassen 
entweder den Datenbereich vom Minimum zum Maximum oder zeigen das zehnte bis 
neunzigste Perzentil der der Datensätze (zutreffendes ist in der jeweiligen Abbildungslegende 
angegeben). Die Einflüsse der Neurotransmitterstimulation wurden als prozentuale Anteile 
bezogen auf die unstimulierten Zellen der jeweiligen Bedingung (NaCl-Kontrolle oder CIA) 
dargestellt und signifikante Unterschiede mittels nicht-parametrischem Wilcoxon Signed-
Rank Test berechnet. Unterschiede in den Stimulationseffekten zwischen den Kontroll- und 






4.1 Induktion von Kollagen Typ II-induzierter Arthritis 
Um die erfolgreiche Induktion der Kollagen Typ II-induzierten Arthritis (CIA) zu 
verifizieren, wurden zu jedem Versuchszeitpunkt das Gewicht der Tiere sowie der 
experimentelle Arthritis-Score bestimmt.  
Abbildung 4-1A zeigt deutlich die Gewichtszunahme der NaCl-behandelten Ratten 
(Kontrollen) im Verlauf des 40 Tage dauernden Versuchsansatzes. Bei den immunisierten 
Tieren hingegen, kann ab Tag 15, der mit dem Auftreten erster Symptome assoziiert ist, eine 
Gewichtsreduktion beobachtet werden. Zum akuten Zeitpunkt der CIA (Tag 20) waren 
arthritische Tiere durchschnittlich 15% leichter als die entsprechenden Kontrolltiere. Im 
weiteren Verlauf der CIA bis zur chronischen Phase (Tag 40) nahmen die immunisierten 
Tiere erneut Gewicht zu, waren aber immer noch signifikant leichter als die NaCl-behandelten 
Kontrollen.  
Zu jedem Versuchszeitpunkt wurden auch die Gelenke von Kontrollen und immunisierten 
Tieren auf Symptome für entzündliche Veränderungen untersucht. Die Bewertung erfolgte 
dabei wie unter 3.1.3 beschrieben. Während bei den NaCl-behandelten Ratten keine 
Anzeichen entzündlicher Veränderungen beobachtet wurden, stieg der Arthritis-Score 
immunisierter Tiere ab Tag 15 stark an und blieb während der restlichen Versuchszeit 
signifikant erhöht (Abb. 4-1B). 
 
Abbildung 4-1: Kollagen Typ II-induzierte Arthritis. 
Die erfolgreiche Induktion der Kollagen Typ II-induzierten Arthritis wurde mittels Dokumentation 
von Gewichtsveränderungen (A) und experimentellem Arthritis-Score (B) von arthritischen und NaCl-
behandelten Kontrolltieren im Zeitverlauf der Arthritis nachverfolgt. 
N (Kontrolle/CIA) = 10d (126/128), 15d (106/108), 20d (92/94), 40d (71/72).  







4.2 Untersuchungen zu Knochenmark-Makrophagen 
4.2.1 Anzahl der isolierten Knochenmark-Makrophagen und Charakterisierung von 
Oberflächenmarkern 
Um KMM aus dem Gesamtknochenmark zu isolieren wurden ihre Fähigkeit zur Adhärenz an 
unbehandelte Plastikoberflächen genutzt. Nach einer zweitägigen Vorkultur in Medium mit 
M-CSF wurden die adhärenten KMM geerntet und ihre Anzahl bestimmt. Für die Zeitpunkte 
10, 15 und 40 Tage nach Immunisierung konnte kein Unterschied in der Anzahl der isolierten 
KMM immunisierter Ratten und NaCl-behandelter Ratten festgestellt werden. Im Gegensatz 
dazu wurde für den akuten Arthritis-Zeitpunkt eine signifikante Reduktion in der KMM-
Anzahl aus immunisierten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet (Abb. 4-2A). 
Um die Reinheit der erhaltenen Zellpopulation zu überprüfen, wurden die KMM auf die 
Expression von Oberflächenmarkern untersucht, die mit Makrophagen assoziiert werden: zum 
einen CD11b, der von Monozyten, Granulozyten, Makrophagen und natürlichen Killerzellen 
exprimiert wird; zum anderen EMR1, einem Pan-Makrophagenmarker. Als ein Negativ-
Marker wurde CD90 überprüft, der unter anderem mit mesenchymalen Stammzellen in 
Verbindung gebracht wird (230). Abbildung 4-2B und C zeigen, dass sowohl für CD11b als 
auch für EMR1, das Fluoreszenzsignal deutlich positiv gegenüber der Isotypkontrolle war. 
Die Anzahl von CD11b- und EMR1-positiven Zellen lag bei ~90% und es wurden keine 
Unterschiede in den Expressionsmustern zwischen KMM aus immunisierten und NaCl-
behandelten Tieren festgestellt (Abb. 4-2D). Eine Expression von CD90 konnte nicht 
nachgewiesen werden, was für eine große Reinheit der isolierten KMM-Population spricht 








Abbildung 4-2: Anzahl der Knochenmark-Makrophagen und Charakterisierung von 
Oberflächenmarkern mittels Durchflusszytometrie. 
A) Anzahl der Plastik-adhärenten KMM aus dem Knochenmark von immunisierten und NaCl-
behandelten Tieren 10, 15, 20 und 40 Tage nach Behandlung, nach 2 Tagen Vorkultur mit M-CSF. N 
(Kontrolle/CIA) = 10d (31/31), 15d (29/29), 20d (31/32), 40d (37/37). ###p<0,001. 
Expression der Makrophagen-Oberflächenmarker EMR1 (B) und CD11b (C) auf KMM nach zwei 
Tagen Vorkultur mit M-CSF und Unterschiede in der Expression von NaCl-behandelten und 
immunisierten Tieren (D). CD11b N = 7, EMR1 N = 8 (N fasst unterschiedliche Arthritiszeitpunkte 
zusammen und enthält jeweils gepoolte KMM aus 1-3 Kontroll- oder CIA-Tieren). 
Die Box-Plots zeigen den Median und den Interquartilsabstand der Werte, die Whisker umfassen 
Minimum und Maximum der Werte. 
 
Um zu untersuchen, ob der Unterschied in der KMM-Anzahl 20 Tage nach Immunisierung 
auf eine reduzierte Anzahl von KMM im Gesamt-KM zurückzuführen ist, wurden native 
Knochenmarkzellen auf die Expression von CD11b, EMR1 und CD90 untersucht.  
Im Knochenmark, das eine Vielzahl unterschiedlicher Zellpopulationen enthält, konnte 
sowohl in NaCl-behandelten Tieren als auch in arthritischen Tieren die Expression von 









Abbildung 4-3:Durchflusszytometrische Untersuchung zur Expression von CD11b, EMR1 und 
CD90 auf nativen Knochenmarkzellen von immunisierten und NaCl-behandelten Ratten.  
Zellen des Gesamt-Knochenmarks (A) von NaCl-behandelten und arthritischen Tieren sind, verglichen 
mit der entsprechenden Isotypkontrolle, positiv für Makrophagen-Marker wie CD11b (B, C) und 
EMR1 (F, G) sowie für CD90 (D, E). 
 
Beim Vergleich der Anteile der jeweiligen positiven Zellen an der Gesamtzellmenge wurden 
im akuten Arthritis-Stadium deutliche Unterschiede zwischen dem Knochenmark NaCl-
behandelter Tiere und dem Knochenmark immunisierter Tiere sichtbar. Der Anteil CD11b- 
und EMR1-positiver Zellen war signifikant höher in den immunisierten Tieren, während der 
Anteil CD90-positiver Zellen in den arthritischen Tieren signifikant reduziert war (Abb. 4-
4A). Mit dem Erreichen der chronischen Arthritis-Phase (Tag 40) war der Effekt im 
Knochenmark arthritischer Ratten nicht mehr nachweisbar (Abb. 4-4B).  
Um diesen Gegensatz zwischen einer erhöhten Makrophagenanzahl in vivo und einer 
niedrigeren Anzahl von KMM akut arthritischer Tiere nach 2 Tagen in vitro-Vorkultur 
aufzuklären, wurden weitere Untersuchungen zur Adhäsion, Caspase 3/7-vermittelter 
Apoptose und zur Proliferation von KMM durchgeführt, die in den nachfolgenden 










Abbildung 4-4: Der Einfluss akuter und chronischer Arthritis-Stadien auf die Anzahl CD11b-, 
EMR1- und CD90-positiver Zellen im Knochenmark. 
(A) zeigt den Anteil CD11b-, EMR1 und CD90-positiver Zellen im Knochenmark akut arthritischer 
Ratten (20d) im Vergleich zu NaCl-behandelten Ratten und (B) vergleicht den Anteil CD11b- und 
CD90-positver Zellen im Knochenmark chronisch-arthritischer Ratten (40d) mit entsprechenden 
Knochenmarkszellen NaCl-behandelter Ratten. 
N = 6 für Kontrolle und CIA pro Zeitpunkt. #p<0,05, ##p<0,01. 
Die Box-Plots zeigen den Median und den Interquartilsabstand der Werte, die Whisker umfassen 
Minimum und Maximum der Werte. 
 
4.2.2 Rezeptor-Expression für Acetylcholin, Noradrenalin und vasoaktives intestinales 
Peptid 
Um eine Reaktivität für die Stimulation mit ACh, NA oder VIP zu gewährleisten, müssen die 
KMM spezifische Rezeptoren für die entsprechenden Neurotransmitter besitzen. Initial wurde 
mittels qualitativer PCR überprüft, ob KMM mRNA für Rezeptoren von ACh, NA und VIP 
exprimieren. Die Analyse umfasste die 5 muskarinergen ACh Rezeptoren M1-M5, den 
nikotinergen 7 nACh-Rezeptor, die VIP-Rezeptoren 1 und 2, sowie den alternativen VIP-
Rezeptor PACAP-Rezeptor 1 und die verschiedenen adrenergen Rezeptoren der -Klasse 
(1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2C) und der -Klasse (1-3).  
Es konnte die Genexpression der muskarinergen ACh Rezeptoren M1, M3 und M5 
nachgewiesen werden, sowie der adrenergen Rezeptoren 1A und 1D, 2A-C und der -
Adrenozeptoren 1-3. VIP-Rezeptoren konnten auf mRNA-Ebene nicht detektiert werden 








Abbildung 4-5: Endpunkt-PCR mit Primern für Neurotransmitter-Rezeptoren. 
Nachweis der mRNA-Expression mit Primern für Rezeptoren für ACh, NA und VIP in KMM von 
Kontrolltieren 10 (a) und 20 (b) Tage nach NaCl-Behandlung mittels Endpunkt-PCR. N = 1. 
Für den Rezeptornachweis auf Proteinebene mittels Immunfluoreszenzfärbung wurden die 
Adrenozeptoren 1D, 2B und 2, der muskarinerge ACh-Rezeptor M5 sowie der alternative 
VIP-Rezeptor PACAP-Rezeptor 1 nach einer Literatursuche ausgewählt. Alpha2-
Adrenozeptoren (AR) können die TNF-Freisetzung durch Makrophagen regulieren, wobei sie 
unter normalen Bedingungen die Sezernierung pro-inflammatorischen TNFs begünstigen, 
während sie unter pathologischen Bedingungen, wie in einem Tiermodell für chronische 
Schmerzen („chronic constriction injury model“) gezeigt wurde, die Freisetzung von TNF 
inhibieren (231). Das differentielle Verhalten des 2-Adrenozeptors unter physiologischen 
und pathophysiologischen Bedingungen zu beobachten, erschien als ein interessanter Aspekt 
für diese Studie, die sich mit dem Verhalten von Knochenmark-Makrophagen in 
experimenteller Arthritis beschäftigt. Auch für den 1D-Adrenozeptor können 
unterschiedliche Wirkungsweisen unter gesunden und pathologischen Zuständen vermutet 
werden. In einer Studie von Roupe van der Voort et al. wurde mRNA des 1D-Adrenozeptors 
in peripheren Blutmonozyten (PBMC) von Patienten mit juveniler RA gefunden, aber nicht in 
den PBMCs von gesunden Spendern, was auf eine Rolle dieses Rezeptors in der Regulation 
von inflammatorischen Mechanismen schließen lässt (232). Viele Studien beschäftigen sich 
mit der Rolle des 2-Adrenozeptors in Entzündungsprozessen. So wurden in einem Adjuvant-
induzierten Arthritismodell Änderungen in der Expression des 2-AR, in der intrazellulären 
Signalweiterleitung sowie im Phosphorylierungsmuster nach Rezeptoraktivierung beobachtet, 
die abhängig vom betrachteten Immunorgan sind und unterschiedliche Effektorfunktionen in 






Untersuchungen einbezogen, da er aufgrund seiner anti-inflammatorischen Wirkungsweise 
ein vielversprechendes Ziel für entsprechende Therapieansätze darstellt (234). Auf mRNA-
Ebene konnte die Expression der muskarinergen Rezeptorsubtypen M1, M3 und M5 
nachgewiesen werden, die die gleichen Signalwege induzieren, es wurde aber nur M5 für die 
Immunfluoreszenzfärbung ausgewählt. M3 und M5 Rezeptor-mRNA, aber nicht M1 mRNA, 
wird von PBMC exprimiert, wie Costa et al. herausgefunden haben (235). Interessanterweise 
wurden für den seltenen Subtyp M5 in verschiedenen Studien Unterschiede in der 
Signalweiterleitung beschrieben, die ihn besonders interessant für die vorliegende Studie 
machten: NIH3T3-Zellen, die mit dem Rezeptor transfiziert wurden, zeigten eine verstärkte 
proliferative Antwort nach Rezeptor-Agonismus (236) während die humane Melanom-
Zelllinie A2058 ein reduzierte klonale Expansion zeigte, ein Effekt, der über einen 
alternativen Signalweg nach M5 Rezeptorstimulation vermittelt wurde (237). 
Ein weiterer ACh-Rezeptor, der für die vorliegende Arbeit von Interesse war, ist die 7 
Untereinheit des nikotinergen ACh-Rezeptors. Diese spezifische Rezeptoreinheit ist als 
Vermittler des sogenannten anti-inflammatorischen cholinergen Reflexes beschrieben 
worden, dessen Ansprechen durch den natürlichen Agonisten Acetylcholin auf der 
Zellmembran von Makrophagen, die Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine v.a. von  
TNF inhibiert (182). In der Vielzahl von Versuchsansätzen dieser Arbeit konnte die mRNA 
für den nikotinergen 7 ACh-Rezeptor nur vereinzelt und sehr schwach nachgewiesen 
werden, auf Proteinebene war keine Expression nachweisbar. 
Abbildung 4-6 zeigt, dass die AR-Subtypen 1D, 2A und 2, PACAP Rezeptor 1 und ACh-
Rezeptor M5 von Makrophagen exprimiert werden. Da die Signalintensität des 
Fluoreszenzsignals nicht quantifiziert wurde, ist nur eine rein qualitative Aussage zur 
Expression möglich. Die dokumentierten Färbungen zeigen, dass Kollagen Typ II-induzierte 
Arthritis keinen Einfluss auf die Rezeptorexpression und zelluläre Lokalisierung von KMM 
im Vergleich zu KMM aus NaCl-behandelten Ratten hatte. Es bestehen keine Unterschiede in 
der Rezeptorexpression zwischen KMM aus Ratten im akuten (Abb. 4-6A) oder chronischen 









Abbildung 4-6: Neurotransmitterrezeptor-Expressionsprofil von KMM im Verlauf von CIA. 
Die Adrenozeptoren 1D, 2B, 2; der muskarinerge ACh-Rezeptor M5 und PACAP-Rezeptor 1 
wurden in KMM von Kontroll- und CIA-Tieren 20 (A) und 40 (B) Tage nach Immunisierung 
angefärbt. Paraformaldehyd-fixierte Zellen wurden nach 5 Tagen Differenzierung mit M-CSF und 
RankL gefärbt und Bildausschnitte, die nur KMM (und keine Osteoklasten) enthielten wurden 
fotografiert. Zellkernfärbung erfolgte mit DAPI. 












4.2.3 Adhäsionsverhalten an Plastikoberflächen und Komponenten der extrazellulären 
Matrix 
Eine mögliche Ursache für die verringerte Anzahl von KMM aus dem Knochenmark akut 
arthritischer Ratten liegt in einer Veränderung des Adhäsionsverhaltens. Daher wurde das 
Adhäsionsvermögen von KMM an unbehandelte Plastikoberflächen, sowie Komponenten der 
extrazellulären Matrix wie Kollagen Typ I, Fibronektin und Laminin mittels Kristallviolett-
Assay untersucht. Die Untersuchung der Adhäsion an unterschiedliche Matrixkomponenten 
kann Informationen über Unterschiede im in vivo-Adhäsionsverhalten von KMM aus NaCl-
behandelten und arthritischen Ratten liefern. 
4.2.3.1 Adhäsion an Plastikoberflächen 
Abbildung 4-7A zeigt, dass CIA das Adhäsionsvermögen der KMM an Plastikoberflächen im 
Vergleich zu KMM aus NaCl-behandelten Ratten signifikant reduzierte. Im Zeitverlauf der 
Arthritis zeigte sich deutlich, dass diese Inhibition des Adhäsionsvermögens von CIA-KMM 
mit dem akuten Stadium der Arthritis assoziiert ist (20d, Abb. 4-7B). Der Einfluss der 
Neurotransmitterstimulation auf das Adhäsionsverhalten ist als prozentualer Anteil bezogen 
auf die jeweiligen unstimulierten Kulturen von CIA und Kontroll-KMM dargestellt. Ein 
Einfluss auf die Plastikadhäsion konnte nur für 10-8M NA festgestellt werden, was eine 
erhöhte Plastikadhärenz in Kontroll-KMM induzierte (Abb. 4-7E). Im Gegensatz dazu kann 
bei der  Betrachtung des Arthritis-Zeitverlaufs ein unterschiedlicher Einfluss der 
Neurotransmitter auf das Adhäsionsverhalten beobachtet werden. Signifikante 
Noradrenalineffekte wurden vorrangig in KMM aus Kontrolltieren beobachtet. 10-6M 
inhibierte die Plastikadhäsion 10 Tage nach NaCl-Behandlung und 10-8M erhöhte die 
Plastikadhäsion 40 Tage nach NaCl-Behandlung (Abb. 4-7I). Cholinerg-peptiderge 
Stimulation führte dagegen zu stärkeren Effekten in KMM, die aus CIA-Tieren isoliert 
wurden. 10-6M ACh führte zu einer Inhibition der Adhäsion in CIA-KMM 15 Tage nach 
Immunisierung während im Gegensatz dazu, 10-9M VIP 20 und 40 Tage nach Immunisierung 








Abbildung 4-7: Adhäsion von KMM an Plastikoberflächen.  
A, C-H) Die Plastik-Adhäsionskapazität von CIA-KMM ist prozentual zum Adhäsionsvermögen von 
Kontroll-KMM dargestellt (100%, A). Der Einfluss von ACh (C), VIP (D), NA (E), ARR17779 (G) 
sowie der Lösungsmittel A.dest (F) und DMSO (H) auf die Adhäsion von Kontroll- und CIA-KMM ist 
als prozentualer Anteil zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen (100% = durchgezogene Linie) 
dargestellt.  
B, I, J) B vergleicht das Adhäsionsvermögen von KMM aus immunisierten Tieren mit KMM aus 






/ VIP (J) auf das Adhäsionsverhalten von Kontroll- und CIA-KMM im Zeitverlauf von CIA ist als 
prozentualer Anteil zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen (100% = gestrichelte Linie) dargestellt. 
N = 6 für Kontroll- und CIA-KMM und die jeweilige Neurotransmitterkonzentration zu jedem 
Zeitpunkt. Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der Datensätze. Datenpunkte repräsentieren 
den Mittelwert ± SEM. ##p<0,01  ###p<0,001 Kontrolle vs. CIA.*p<0,05 Stimulation vs. unstimuliert. 
 
4.2.3.2 Adhäsion an Kollagen Typ I, Fibronektin und Laminin und Integrinexpression 
Um zu überprüfen, ob die Veränderung des Adhäsionsverhaltens in der akuten CIA-Phase 
auch andere Substrate, wie beispielsweise Bestandteile der extrazellulären Matrix (EZM), 
betrifft, wurden Adhäsionsversuche auf Zellkulturplatten, die mit Kollagen Typ I, Fibronektin 
oder Laminin beschichtet waren, durchgeführt. Für die Untersuchungen wurde zum einen der 
Zeitpunkt des akuten Arthritis-Stadiums, an dem die größten Veränderungen im 
Adhäsionsverhalten auf Plastik beobachtet wurden, und das chronische Stadium, 40 Tage 
nach Immunisierung, gewählt, für das kein Einfluss von CIA auf das Plastik-
Adhäsionsverhalten beobachtet wurde.  
Die Adhäsion von KMM aus akut arthritischen Ratten an Kollagen Typ I war tendenziell 
reduziert im Vergleich zu KMM aus Kontrolltieren 20 Tage nach NaCl-Behandlung. Durch 
Erreichen der chronischen CIA-Phase wurde der Effekt signifikant verstärkt und die Adhäsion 
an Kollagen Typ I war um circa 50% niedriger als die Adhäsion von Kontroll-KMM (Abb. 4-
8A). Die Untersuchung des Neurotransmittereinflusses auf die Adhäsion an Kollagen Typ I 
offenbarte nur geringe signifikante Effekte (Abb. 4-8D). Die Stimulationseffekte sind als 
prozentualer Anteil zu den entsprechenden unstimulierten KMM-Kulturen von NaCl-
behandelten und arthritischen Ratten dargestellt. Stimulation mit 10-6M NA inhibierte die 
Adhäsion an Kollagen Typ I 40 Tage nach Immunisierung. Eine ähnliche Tendenz konnte für 
10-6M NA auch 20 Tage nach Immunisierung und 20 Tage nach NaCl-Behandlung beobachtet 
werden. VIP hemmte die Adhäsion von Kontroll-KMM an Kollagen I tendenziell 20 
(p=0,0625) und 40 Tage nach NaCl-Behandlung (Abb. 4-8D). 
Die Adhäsion an Fibronektin wurde durch CIA gegenüber den Kontroll-KMM 40 Tage nach 
Immunisierung signifikant reduziert (Abb. 4-8B). Es waren nur geringe 
Neurotransmittereffekte zu beobachten, wobei Stimulation mit 10-6M NA tendenziell zu einer 
Inhibition der Adhäsion an Fibronektin 20 Tage nach Immunisierung und NaCl-Behandlung 
führte (Abb. 4-8E).  
Der Einfluss von CIA auf die Adhäsion an Laminin war vergleichsweise gering verglichen 






Stimulation mit dem Neuropeptid VIP verringerte tendenziell die Adhäsion von KMM an 
Laminin, die 40 Tage nach NaCl-Behandlung isoliert wurden (Abb. 4-8F). Ähnliches konnte 
auch für 10-6M NA beobachtet werden, das 40 Tage nach Kontrollbehandlung in den KMM 









Abbildung 4-8: Adhäsion von KMM an Komponenten der extrazellulären Matrix. 
A, B, C) Das Adhäsionsverhalten von CIA-KMM an Kollagen I (A), Fibronektin (B) und Laminin (C) 
wurde mit dem von Kontroll-KMM 20 und 40 Tage nach Immunisierung verglichen. Daten der 
Kontroll-KMM wurden 100% gesetzt und die Werte der CIA-KMM prozentual darauf bezogen. D-F) 






als prozentualer Anteil zu den entsprechenden unstimulierten Kulturen von CIA- und Kontroll-KMM 
dargestellt (100% = durchgezogene Linie). Ergebnisse für Kollagen Typ I sind unter (D), für 
Fibronektin unter (E) und entsprechende Ergebnisse für Laminin unter (F) dargestellt.  
Die Box-Plots zeigen den Median und den Interquartilsabstand der Werte, die Whisker umfassen 
Minimum und Maximum der Werte. 
*p<0,5 Stimulation vs. unstimuliert; ##p<0,01 Kontrolle vs. CIA. 
Um einen Anhaltspunkt zu erhalten, was die Ursache für die beobachtete Veränderung im 
Adhäsionsvermögen an Kollagen Typ I und Fibronektin sein könnte, wurde die Expression 
der Integrine CD29 (Integrin 1) und CD51/CD61 (Integrin 3) auf den Knochenmark-




Abbildung 4-9: CD29-Expression auf KMM. 
A Integrin CD29 wird von KMM auf ihrer Oberfläche exprimiert. B Vergleich der Anteile CD29-
positiver KMM aus Ratten mit Kollagen Typ II-induzierter Arthritis und NaCl-behandelten 
Kontrolltieren 20 und 40 Tage nach Immunisierung bzw. Behandlung. 
N = 6 für Kontrolle und CIA pro Zeitpunkt. Die Box-Plots zeigen den Median und den 
Interquartilsabstand der Werte, die Whisker umfassen Minimum und Maximum der Werte. 
Sowohl die KMM arthritischer Tiere, als auch die NaCl-behandelter Tiere, exprimierten 
CD29 und es konnte kein Einfluss von CIA auf den prozentualen Anteil der CD29-positiven 
Zellen 20 oder 40 Tage nach Immunisierung festgestellt werden (Abb. 4-9). Der verwendete 
Antikörper erlaubt keine Aussage über den Aktivierungsstatus von CD29, sondern erfasst 
sowohl inaktive als auch aktivierte Zustände. Die Expression von Integrin CD51/CD61 








4.2.4 Proliferation von Knochenmark-Makrophagen 
Ein weiterer Faktor, der eine reduzierte Anzahl von Knochenmark-Makrophagen verursachen 
könnte, ist eine Reduktion in der Proliferationskapazität durch CIA-induzierte Prozesse. 
Mittels BrdU Proliferationsassay wurde daher das Proliferationsvermögen von KMM, die aus 
arthritischen Ratten isoliert wurden, mit dem Proliferationsverhalten von KMM aus NaCl-
behandelten Ratten verglichen, sowie der Einfluss der Neurotransmitter ACh, NA und VIP 
untersucht. 
Durch CIA wurde die Proliferationskapazität von Knochenmark-Makrophagen, verglichen 
mit KMM aus NaCl-behandelten Ratten, um etwa 25% reduziert (Abb. 4-10A). Betrachtet 
man den Zeitverlauf der CIA, so wird deutlich, dass mit dem Auftreten erster 
Krankheitssymptome und in der chronischen Phase, die Proliferation der KMM aus 
arthritischen Tieren stark verringert war, während in der akuten Phase kein Unterschied in der 
Proliferationskapazität zu KMM aus NaCl-behandelten Tieren bestand (Abb. 4-10B). Um zu 
untersuchen, welche Zellzyklusphase der Proliferation durch CIA beeinträchtigt wird, wurde 
mittels Durchflusszytometrie die Verteilung der KMM aus NaCl-behandelten und 
arthritischen Tieren in den Zellzyklusphasen G0/G1-, S-, und G2/M-Phase untersucht. Es 
konnte kein Unterschied in der Verteilung der KMM in den verschiedenen Zellzyklusphasen 
zwischen KMM aus arthritischen Tieren und NaCl-behandelten Tieren festgestellt werden 
(Abb. 4-11).  
Des Weiteren wurde der Einfluss der Neurotransmitter ACh und NA, sowie des Neuropeptids 
VIP und des nikotinergen 7 Rezeptoragonisten ARR17779 auf die Proliferation von KMM 
NaCl-behandelter und arthritischer Ratten untersucht. Die Ergebnisse sind als prozentuale 
Anteile zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen von KMM aus NaCl-behandelten und 
arthritischen Ratten dargestellt. Cholinerg / peptiderge Rezeptorstimulation mittels 10-6M 
ACh und 10-9M VIP (p=0,0735) reduzierte die Proliferation von KMM aus immunisierten 
Tieren im Vergleich zu den unstimulierten KMM, während Kontroll-KMM unbeeinflusst 
blieben (Abb. 4-10C, D). Im Zeitverlauf der Arthritis konnte man dagegen einen signifikanten 
Anstieg der Proliferation in Kontroll-KMM durch ACh und VIP 20 Tage nach NaCl-
Behandlung erkennen. Dementgegen stand die signifikante Hemmung der Proliferation durch 
ACh und VIP in zeitgleich aus immunisierten Tieren isolierten KMM (Abb. 4-10I). In KMM, 
die 40 Tage nach NaCl-Behandlung isoliert wurden, bewirkten ACh und VIP in Relation zu 
den unstimulierten Kulturen eine Hemmung der Proliferation. In KMM aus chronisch-







Abbildung 4-10: Proliferationsanalyse von KMM. 
A, C-H) A zeigt die Proliferation von CIA-KMM prozentual zur Proliferation von Kontroll-KMM 
(100%). Der Einfluss von ACh (C), VIP (D), NA (E), ARR17779 (G) sowie der Lösungsmittel A.dest 
(F) und DMSO (H) ist als prozentualer Anteil zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen (100% = 
durchgezogene Linie) dargestellt.  
B, I, J) B Proliferation der KMM aus immunisierten Tieren in Relation zu KMM aus NaCl-
behandelten Tieren im Zeitverlauf der CIA. Der Einfluss der Stimulation mit NA (J) sowie ACh / VIP 
(I) im Zeitverlauf von CIA ist als prozentualer Anteil zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen 






N (Kontrolle/CIA) = d10 (11/12), d15 (12/12), d20 (12/12), d40 (14/14) 
Neurotransmitterstimulation N (Kontrolle/CIA) = d10 (6/6), d15 (6/6), d20 (8/8), d40 (8/8) für ACh, 
VIP und NA (10-6M, 10-8M). Die Box-Plots zeigen den Median und den Interquartilsabstand der 
Werte, die Whisker umfassen Minimum und Maximum der Werte. Datenpunkte repräsentieren den 
Mittelwert ± SEM. ##p<0,01  ###p<0,001 Kontrolle vs. CIA.*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 Stimulation 
vs. unstimuliert. 
Noradrenerge Rezeptorstimulation bewirkte ebenfalls eine Hemmung der Proliferation 
verglichen mit den jeweiligen unstimulierten Kulturen, dabei wirkte 10-6M NA auf KMM aus 
Kontrollen und CIA-Ratten und 10-8M nur auf KMM aus Kontrollen (Abb. 4-10E). Im 
Zeitverlauf der Arthritis konnten diese Effekte eindeutig den Zeitpunkten 40 Tage nach NaCl-
Behandlung respektive nach Immunisierung zugeordnet werden (Abb. 4-10J). 
Der proliferationshemmende Effekt des Agonisten des nikotinergen 7 ACh-Rezeptors, 
ARR17779, konnte eindeutig auf Effekte des genutzten Lösungsmittels DMSO zurückgeführt 
werden, das ebenfalls proliferationshemmend wirkte (Abb. 4-10G, H). 
 
 
Abbildung 4-11: Zellzyklusanalyse. 
Verteilung der KMM arthritischer und NaCl-behandelter Ratten in den Zellzyklusphasen G0/G1, S and 
G2/M 10 (A), 15 (B), 20 (C) und 40 (D) Tage nach Immunisierung. 
N = 6 für Kontrolle und CIA pro Zeitpunkt. Die Box-Plots zeigen den Median und den 







4.2.5 Caspase 3/7 Aktivität von Knochenmark-Makrophagen 
Ein Faktor der ebenfalls die Anzahl der KMM beeinflussen kann, ist eine Veränderung des 
Apoptoseverhaltens. Daher wurde die Caspase 3/7-Aktivität der KMM aus arthritischen und 
NaCl-behandelten Ratten untersucht.  
Es konnte kein Unterschied in der Caspase 3/7 Aktivität von KMM aus immunisierten und 
NaCl-behandelten Tieren festgestellt werden (Abb. 4-12A, B).  
Um den Einfluss der sympathischen Neurotransmitter NA, ACh und VIP sowie des Agonisten 
des nikotinergen 7 ACh-Rezeptors, ARR17779, auf die Caspase 3/7-Aktivität von KMM 
darzustellen, wurde der jeweilige Effekt als prozentualer Bezug zur entsprechenden 
unstimulierten KMM-Kultur von Kontrollen und CIA-Ratten berechnet. 
Einzig Stimulation mit 10-8M NA führte zu einer reduzierten Caspase 3/7-Aktivität in KMM 
aus immunisierten Tieren verglichen mit den unstimulierten KMM (Abb. 4-12E). Betrachtet 
man den Einfluss der verschiedenen Neurotransmitter im Zeitverlauf nach Immunisierung 
oder NaCl-Behandlung, lassen sich starke gegensätzliche Stimulationseffekte 15 Tage nach 
der jeweiligen Behandlung erkennen. 10-6 und 10-8M NA führen zu einer signifikant 
verstärkten Caspase 3/7-Aktivität in den KMM aus Kontrolltieren während  die Caspase 3/7-
Aktivität der KMM aus immunisierten Tieren demgegenüber signifikant reduziert war (Abb. 
4-12J). Weitere NA-Effekte waren im Zeitverlauf der CIA nicht erkennbar. 
ACh und VIP erhöhten ebenfalls die Caspase 3/7-Aktivität in den KMM aus Kontrolltieren 15 
Tage nach NaCl-Behandlung, der Effekt wurde aber aufgrund der geringen n-Zahl (n=3) und 
der hohen Streuung nicht signifikant. Im direkten Vergleich der Effekte von ACh und VIP 
zwischen Kontrollen und CIA, war die Caspase 3/7-Aktivität der CIA-KMM signifikant 
niedriger im Vergleich zu den KMM der Kontrollen (Abb. 4-12I). Zusätzlich wurde durch 10-
9M VIP die Caspase 3/7-Aktivität in KMM, die 20 Tage nach Kontrollbehandlung aus DA 
Ratten isoliert wurden, im Vergleich zu den entsprechenden unstimulierten KMM-Kulturen, 
signifikant inhibiert. 
Analog zum Adhäsions- und Proliferationsassay, konnten für ARR17779 keine spezifischen 
Effekte auf die Caspase 3/7-Aktivität von KMM aus immunisierten oder Kontrolltieren 
festgestellt werden, da das verwendete Lösungsmittel DMSO in den KMM-Kulturen gleiche 







Abbildung 4-12: Caspase 3/7 Assay von KMM. 
A, C-H) Vergleich der Caspase 3/7-Aktivität von CIA-KMM prozentual zur Caspase 3/7-Aktivität von 
Kontroll-KMM (100%, A). Der Einfluss der Stimulation mit ACh (C), VIP (D), NA (E), ARR17779 
(G) und der Lösungsmittel A.dest (F) und DMSO (H) ist als prozentualer Anteil zu den jeweiligen 
unstimulierten Kulturen (100% = durchgezogene Linie) dargestellt. 
B, I, J) B vergleicht die Caspase 3/7-Aktivität von KMM aus immunisierten Tieren mit KMM aus 
NaCl-behandelten Tieren im Zeitverlauf von CIA. Der Einfluss der Stimulation mit ACh / VIP (I) 






als prozentualer Anteil zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen (100% = gestrichelte Linie) 
dargestellt. 
N (Kontrolle/CIA) = d10 (9/10), d15 (12/9), d20 (10/10), d40 (11/12) 
Neurotransmitterstimulation N (Kontrolle/CIA) = d10 (6/6), d15 (6/3), d20 (6/6), d40 (8/8) für ACh, 
VIP und NA (10-6M, 10-8M) 
Die Box-Plots zeigen den Median und den Interquartilsabstand der Werte, die Whisker umfassen 
Minimum und Maximum der Werte. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. #p<0,05 
Kontrolle vs. CIA.*p<0,05, **p<0,01 Stimulation vs. unstimuliert. 
4.3 Untersuchungen zur Osteoklastogenese von Knochenmark-Makrophagen 
4.3.1 Osteoklasten exprimieren Rezeptoren für Acetylcholin, Noradrenalin und 
vasoaktives intestinales Peptid 
Da der Einfluss der Neurotransmitter ACh, NA und VIP auf die Osteoklastogenese von 
Knochenmark-Makrophagen aus NaCl-behandelten und arthritischen Tieren untersucht 
werden sollte, wurde initial die Expression einer Vielzahl von Rezeptoren für diese 
Neurotransmitter auf mRNA- und Proteinebene analysiert. Mittels quantitativer real-time 
PCR wurde die mRNA-Expression von VIP-Rezeptor 1 und 2, PACAP-Rezeptor 1, den 
muskarinergen ACh-Rezeptoren M3 und M5 sowie der Adrenozeptoren 1D, 2A, 2B und 
2 untersucht (Abb. 4-13). 
 
Abbildung 4-13: Relative Genexpressionsanalyse von Rezeptoren für ACh, NA und VIP. 
Genexpressionsdaten von Neurotransmitterrezeptoren für ACh, VIP und NA von Osteoklasten, die aus 
KMM arthritischer Tiere generiert wurden, relativ zu Expression von Osteoklasten aus den KMM 
NaCl-behandelter Ratten dargestellt (Null-Linie). Die Expression der Rezeptor-mRNA wurde auf die 
Expression von GAPDH normalisiert und  als log fold change zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt. 
Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der Datensätze. *p<0,05; ***p<0,001. 
Osteoklasten, die nach Induktion von CIA aus den KMM immunisierter Tiere differenziert 






Rezeptor M3, VIP-Rezeptor 1 und PACAP-Rezeptor 1 und des Adrenozeptors 2 bezogen 
auf die Expression von Osteoklasten NaCl-behandelter Ratten (Abb. 4-13). Tabelle 4-1 zeigt 
die Genexpressionsdaten der Neurotransmitterrezeptoren im Zeitverlauf der CIA. Man sieht 
deutlich, dass VIP-Rezeptor 1 in allen Arthritisphasen signifikant herunterreguliert war, 
während die Genexpression von VIP-Rezeptor 2 nur 10 Tage nach Immunisierung und von 
PACAP-Rezeptor 1 ab Tag 15 nach Immunisierung bis in die chronische Phase signifikant 
reduziert war. Im Zeitverlauf der Arthritis konnten zusätzlich CIA-Einflüsse auf die 
Expression von ACh-Rezeptor M5, Adrenozeptor 1D und 2B sowie VIP-Rezeptor 2 
festgestellt werden, die in der Summe der CIA-Effekte nicht sichtbar wurden. Vor allem die 
Expression des M5 ACh-Rezeptor wurde durch CIA reguliert, mit einer starken Hemmung 
der Genexpression 10 Tage nach Immunisierung (-3,5) und der stärksten Induktion 20 Tage 
nach Immunisierung (+2,75). 
 10 Tage n. I. 15 Tage n. I. 20 Tage n. I. 40 Tage n. I. 
VIP Rezeptor1 (n=13-15) ***-1,13±0,17 ***-0,91±0,13 ***-0,53±0,09 ***-0,56±0,12 
VIP Rezeptor2 (n=13-15) **-0,86±0,26 -0,11±0,17 0,31±0,31 -0,27±0,16 
PACAP Rezeptor1 (n=8-14) -0,95±0,58 *-0,80±0,29 **-0,46±0,14 **-0,72±0,24 
AR 1D (n=5-10) -1,92±0,72 -0,06±0,78 *0,96±0,37 -0,83±0,59 
AR 2A (n=10-13) -0,54±0,41 -0,39±0,32 -0,20±0,28 0,02±0,16 
AR 2B (n=5-11) *-1,42±0,48 0,25±0,72 0,92±0,28 -0,94±0,42 
AR 2 (n=10-13) **-1,07±0,15 **-0,86±0,19 **-0,36±0,27 *-0,31±0,11 
mAChR M3 (n=10-15) *-0,70±0,33 -0,60±0,37 *0,59±0,26 **-0,92±0,28 
mAChR M5 (n=5-13) *-3,51±0,73 0,68±0,83 **2,75±0,85 *-1,41±0,58 
 
Tabelle 4-1: Genexpression der Neurotransmitterrezeptoren in Zeitverlauf von CIA.  
Die Tabelle zeigt die Genexpressionsdaten der Neurotransmitterrezeptoren von Osteoklasten, die aus 
KMM arthritischer Tiere generiert wurden sind relativ zu Expression von Osteoklasten aus den KMM 
NaCl-behandelter Ratten im Zeitverlauf der CIA. Die Expression der Rezeptor-mRNA wurde auf die 
Expression von GAPDH normalisiert und als Mittelwert ± SEM des log fold change zum Kalibrator 
(Basis 2) dargestellt. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. AR – Adrenozeptor, mAChR – muskarinerger 









Abbildung 4-14: Neurotransmitterrezeptor-Expressionsprofil von Osteoklasten im Verlauf von 
CIA. 
Nachweis der Adrenozeptoren 1D, 2B, 2; des muskarinergen ACh-Rezeptors M5 und des 
PACAP-Rezeptors 1 mittels Immunfluoreszenzfärbung in Osteoklasten, die aus den KMM 
immunisierter und NaCl-behandelter Ratten 20 und 40 Tage nach der jeweiligen Behandlung isoliert 
wurden. Zellen mit drei und mehr Zellkernen werden als Osteoklasten bezeichnet (weiß umrandet). 
DAPI-Zellkernfärbung. 
N = 4 (Kontrolle und CIA), Vergrößerung 200x. 
Um zu überprüfen, ob die durch CIA induzierten Veränderungen in der Genexpression auch 
auf Proteinebene detektierbar waren, wurden die Adrenozeptoren 1D, 2B und 2, ACh-
Rezeptor M5 sowie PACAP-Rezeptor 1 mittels Immunfluoreszenzfärbung analysiert. Die 
Färbung stellt eine rein qualitative Aussage zu der Proteinexpression der Rezeptoren dar, da 
keine weitere Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte. Abbildung 4-14 zeigt die 






im Vergleich zu Osteoklastenkulturen der jeweiligen NaCl-behandelten Kontrollen. Es ist 
kein offensichtlicher Unterschied in der Intensität der Immunfluoreszenz zu beobachten und 
auch in der zellulären Lokalisation der Rezeptoren ist kein Einfluss von CIA zu erkennen. 
Neben den oben erwähnten Rezeptoren wurde auch die Expression der 7 Untereinheit des 
nikotinergen ACh-Rezeptors untersucht, da diesem große Relevanz als Vermittler des anti-
inflammatorischen cholinergen Reflexes zugeschreiben wird. Allerdings konnte die 
Rezeptoruntereinheit nur selten und sehr schwach auf mRNA-Ebene detektiert werden und 
auch auf Proteinebene konnte der Rezeptor nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 
4.3.2 Osteoklastogene Differenzierungskapazität von Knochenmark-Makrophagen 
4.3.2.1 Osteoklastenanzahl  
Um zu untersuchen, ob die osteoklastogene Differenzierungskapazität von KMM durch 
Kollagen Typ II-induzierte Arthritis beeinträchtigt wird, wurden KMM aus dem 
Knochenmark arthritischer und NaCl-behandelter Tiere isoliert und 5 Tage in Osteoklasten-
Medium mit M-CSF und RankL differenziert und die Anzahl der entstandenen Osteoklasten 
ausgezählt. Als Osteoklasten wurden Zellen mit 3 und mehr Zellkernen gezählt. Vorversuche 
in denen die Osteoklastenanzahl nach 3, 4 und 5 Tagen Differenzierung bestimmt wurde, 
hatten ergeben, dass die Anzahl nach 5 Tagen am höchsten war.  
In Abbildung 4-15A ist der Einfluss von CIA auf die Osteoklastogenese dargestellt. Die 
Darstellung zeigt den prozentualen Anteil der Osteoklastenanzahl arthritischer Tiere in 
Relation zur Osteoklastenanzahl NaCl-behandelter Tiere nach 5 Tagen Differenzierung 
(100%). Die osteoklastogene Differenzierung von KMM zu Osteoklasten wird durch CIA 
nicht beeinflusst und auch in den unterschiedlichen Arthritis-Stadien war kein deutlich 
messbarer Unterschied festzustellen (Abb. 4-15B). Die gleichzeitige Genexpressionsanalyse 
von Differenzierungsmarkern wie dem Transkriptionsfaktor NFATc1 oder den Rezeptoren für 
M-CSF und RankL, sowie dem späten Differenzierungsmarker für reife Osteoklasten, dem 
Calcitonin-Rezeptor, zeigte eine signifikante Verringerung der Genexpression in den 
Osteoklasten, die aus den KMM arthritischer Tiere differenziert wurden (Abb. 4-15C). 
Tabelle 4-2 zeigt, dass der hemmende Einfluss von CIA auf die Osteoklastenmarker im 
Zeitverlauf von CIA vor allem in den frühen Phasen, 10 und 15 Tage nach Immunisierung, 
auftrat. Nur für NFATc1 und den Rank-Rezeptor konnte eine Reduktion der Genexpression 






Genexpression der Differenzierungsmarker führte aber nicht zu einer Inhibition der 
Osteoklastogenese der CIA-KMM. 
 
 
Abbildung 4-15: Einfluss von CIA auf Osteoklastenanzahl und Genexpression von 
Differenzierungsmarkern. 
A stellt die Osteoklastenanzahl, die aus CIA-KMM generiert wurde, prozentual zur 
Osteoklastenanzahl, die aus den KMM von Kontrolltieren (100%) generiert wurde, dar.  
B zeigt die prozentualen Anteile von CIA-generierten Osteoklasten zu Kontrollen im Zeitverlauf der 
CIA.  
N (Kontrolle/CIA) = 10d (8), 15d (7/8), 20d (7/8), 40d (9/8). 
C Die Genexpressionsdaten verschiedener Differenzierungsmarker von Osteoklasten, die aus KMM 
arthritischer Tiere generiert wurden sind relativ zur Expression von Osteoklasten, die aus den KMM 
NaCl-behandelter Ratten differenziert wurden, dargestellt (Null-Linie). Die Expression der mRNA der 
Differenzierungsmarker wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert und als log fold change 
zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt.  
Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der 








 10 Tage n. I. 15 Tage n. I. 20 Tage n. I. 40 Tage n. I.
Calcitonin Rezeptor (n=12-15) ***-1,19±0,25 **-0,65±0,21 -0,43±0,33 -0,28±0,21 
Rank Rezeptor (n=10-15) **-0,63±0,11 **-0,60±0,19 -0,05±0,31 *-0,30±0,14 
M-CSF Rezeptor (n=7-12) **-0,66±0,16 **-0,30±0,10 -0,28±0,17 -0,17±0,14 
NFATc1 (n=10-11) *-0,39±0,17 **-0,46±0,12 -0,62±0,31 **-0,35±0,10 
Integrin 3 (n=6-8) *-0,57±0,19 *-0,70±0,21 0,04±0,20 -0,26±0,08 
Integrin n *-0,52±0,17 **-0,61±0,14 -0,05±0,18 -0,19±0,17 
Tabelle 4-2: Genexpression von Osteoklastenmarkern im Zeitverlauf von CIA. 
Die Tabelle zeigt die Genexpressionsdaten von Markergenen von Osteoklasten arthritischer Tiere 
relativ zur Expression von Osteoklasten NaCl-behandelter Ratten im Zeitverlauf der CIA. Die 
Expression der Marker-mRNA wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert und als Mittelwert 
± SEM des log fold change zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
Um den Einfluss von ACh, NA und VIP auf die Osteoklastendifferenzierung zu untersuchen, 
wurde während des gesamten Differenzierungszeitraums mit verschiedenen Konzentrationen 
der Neurotransmitter stimuliert. Die Ergebnisse sind als prozentuale Anteile bezogen auf die 
jeweiligen unstimulierten Kulturen von Kontroll- und CIA-KMM dargestellt (durchgezogene 
Linie = 100%, Abbildung 4-16). 
Stimulation mit 10-6 und 10-8M ACh bewirkte eine um rund 50% erhöhte Osteoklastenanzahl 
in der KMM-Kultur aus Kontrolltieren in Relation zu der unstimulierten KMM-Kultur, 
während für CIA-KMM der Effekt nur bei einer Konzentration von 10-8M ACh zu beobachten 
war (Abb. 4-16A). Das Neuropeptid VIP hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die 
Osteoklastogenese von KMM (Abb. 4-16B). Die Stimulation mit NA induzierte, 
dosisabhängig, entgegengesetzte Effekte: so wurde durch 10-6M NA, das über -
Adrenozeptoren wirkt, die Osteoklastogenese in Kontroll- und CIA-KMM inhibiert, während 
durch 10-8M NA, das über -Adrenozeptoren wirkt, die Osteoklastogenese verstärkt wurde 
(Abb. 4-16C). Betrachtet man den Einfluss von ACh und NA auf die Osteoklastogenese im 
Zeitverlauf der Arthritis, wird deutlich, dass sich der Einfluss der Stimulation über die Zeit 
veränderte, in Kontroll-KMM genauso wie in CIA-KMM (Abb. 4-16D, E). Stimulation mit 
10-8M ACh verstärkte die Osteoklastogenese in CIA-KMM 15 Tage nach Immunisierung, 
wohingegen in Kontroll-KMM durch Stimulation mit 10-6 und 10-8M ACh die 
Osteoklastenanzahl 40 Tage nach NaCl-Behandlung signifikant erhöht wurde (Abb. 4-16D). 
Die Erhöhung der Osteoklastenanzahl durch Stimulation mit 10-8M NA war in den CIA-
KMM 15 Tage nach Immunisierung wirksam, während Kontroll-KMM, 40 Tage nach NaCl-
Behandlung, mit einer signifikanten Erhöhung der Osteoklastenanzahl reagierten (Abb. 4-






von Kontroll-KMM bewirkt, ausgenommen 20 Tage nach NaCl-Behandlung, während die 
inhibierende Wirkung auf die Differenzierung in den CIA-KMM nur 10 Tage nach 
Immunisierung wirksam war (Abb. 4-16E). 
 
Abbildung 4-16: Einfluss der Neurotransmitter ACh, NA und VIP auf die Osteoklastenanzahl. 
A-C Der Einfluss der Stimulation mit ACh (A), VIP (B) und NA (C) auf die Osteoklastenanzahl ist als 
prozentualer Anteil zu den unstimulierten Kulturen von KMM aus NaCl-behandelten und 
immunisierten Ratten dargestellt (100% = durchgezogene Linie).  
D-E zeigen den Einfluss der Stimulation mit ACh (D) und NA (E) auf die Differenzierung von KMM 
zu Osteoklasten im Zeitverlauf der CIA als prozentualen Anteil zu den jeweiligen unstimulierten 
KMM-Kulturen (100% = gestrichelte Linie).  
Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der 







Abbildung 4-17: Einfluss 
von ARR17779 auf die 
Osteoklastenanzahl. 
Effekte der Stimulation  mit 
ARR17779 (A), dem 
Lösungsmittel DMSO (B) 
und M-CSF (C) auf die 
Osteoklastenanzahl sind als 
prozentualer Anteil zu den 
unstimulierten Kulturen 
von KMM aus NaCl-
behandelten und 
immunisierten Ratten 
dargestellt (100% = 
durchgezogene Linie). 
Boxplots umfassen das 10te 
bis 90te Perzentil der 
Datensätze. *p<0,05; 
**p<0,01, ***p<0,001. 
Durch 10-6M und 10-8M ARR17779 wurde die Osteoklastogenese von Kontroll-KMM 
signifikant verstärkt, was aber auf Effekte des Lösungsmittels DMSO zurückgeführt werden 
kann (Abb. 4-17A, B). In den CIA-KMM führte nur die hohe Dosis 10-6M ARR17779 zu 
einer höheren Osteoklastenanzahl, während gleichzeitig keine signifikanten Effekte durch 
alleinige Stimulation mit dem Lösungsmittel DMSO zu beobachten waren (Abb. 4-17A, B). 
Die Frage bleibt, ob ARR17779 eine Wirkung auf die osteoklastogene Differenzierung von 
CIA-KMM hat, oder ob, aufgrund der hohen Streuung der DMSO-Ergebnisse, eine 
Signifikanz verhindert wurde. Um zu untersuchen, wie hoch die spontane 
Osteoklastendifferenzierung in den Kulturen von Kontroll- und CIA-KMM war, wurden die 
KMM 5 Tage in Medium kultiviert, dass 20ng/ml M-CSF und kein RankL enthielt. Sowohl in 
den Kulturen der KMM aus immunisierten Ratten, als auch in den Kulturen von KMM aus 
Kontrolltieren, konnte die spontane Entstehung von Osteoklasten beobachtet werden, die 
Anzahl war aber deutlich geringer als nach Stimulation mit M-CSF und RankL (Abb. 4-17C).  
4.3.2.2 Zellkernanzahl 
Die Bestimmung der Zellkernanzahl von Osteoklasten ist ein Indikator für die 
Verschmelzungsrate von Vorläuferzellen, den KMM, zu mehrkernigen Osteoklasten. Die 
Kernzahl kann ein Indikator für die Aktivität von Osteoklasten sein. Die ausgezählten 
Osteoklastenkulturen wurden in drei Kategorien eingeteilt: Osteoklasten mit 3-5 Zellkernen 






In einzelnen Experimenten wurden Osteoklasten mit 50-100 und mehr Kernen beobachtet, die 
aber nicht weiter kategorisiert wurden. 
 
Abbildung 4-18: Einfluss von CIA auf die Kernanzahl von Osteoklasten. 
Nach 5 Tagen Differenzierung wurden TRAP-gefärbte Zellen mit mehr als drei Zellkernen, die als 
Osteoklasten gelten, ausgezählt und entsprechend ihrer Zellkernanzahl (Osteoklasten mit 3-5, 6-10 
und mehr als 10 Zellkernen) kategorisiert.  
A stellt die Osteoklastenanzahl in den Zellkernkategorien, die aus CIA-KMM generiert wurden, 
prozentual zur jeweiligen Osteoklastenanzahl von Kontrolltieren (100%) dar.  
B zeigt die Osteoklastenanzahl in den Zellkernkategorien aus den KMM-Kulturen arthritischer und 
NaCl-behandelter Ratten, die nur in Gegenwart von M-CSF kultiviert wurden, als prozentualen Anteil 
zu den jeweiligen unstimulierten Osteoklastenkulturen dar.  
Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM. ##p<0,01 Kontrolle vs. CIA. *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 M-CSF vs. M-CSF/RankL. 
Abbildung 4-18A zeigt die Verteilung der Osteoklastenanzahl auf die drei Kern-Kategorien. 
Die jeweilige Anzahl von Osteoklasten pro Kernanzahl-Kategorie, die aus den KMM von 
NaCl-behandelten Tieren differenziert wurden, wurden auf 100% gesetzt und die Ergebnisse 
der Osteoklasten aus den arthritischen Tieren prozentual darauf bezogen. Die KMM aus den 
arthritischen Ratten bildeten signifikant weniger kleine Osteoklasten mit 3-5 Zellkernen im 
Vergleich zu den entsprechenden Kulturen der Kontroll-Osteoklasten, dafür war die Anzahl 
großer Osteoklasten mit mehr als 10 Nuclei tendenziell erhöht (Abb. 4-18A).  
Als Kontrolle für spontane Osteoklastendifferenzierung wurden KMM in Gegenwart von M-
CSF kultiviert, ohne Zusatz von RankL (Abb. 4-18B). Die Ergebnisse sind als prozentualer 
Anteil der Osteoklastenanzahl der jeweiligen Kernkategorie bezogen auf die 
Osteoklastenanzahl aus den entsprechenden Kulturen mit kombinierter M-CSF/RankL-
Stimulation dargestellt. Auch ohne Zugabe von RankL kann die spontane Ausbildung von 






5 Zellkerne) sowohl aus den KMM von Kontrolltieren als auch aus den KMM immunisierter 
Tiere, während die immunisierten Tiere auch signifikant weniger mittelgroße Osteoklasten 
aufweisen (6-10 Zellkerne). Die Anzahl von Osteoklasten mit mehr als 10 Zellkernen von 
KMM, die allein mit M-CSF kultiviert wurden, unterscheidet sich nicht signifikant von der 
Anzahl nach Differenzierung mit M-CSF/RankL. 
 
 
Abbildung 4-19: Einfluss von Acetylcholin auf die Kernanzahl von Osteoklasten. 
Nach 5 Tagen Differenzierung in Gegenwart von 10-6 und 10-8M ACh wurden TRAP-gefärbte Zellen 
mit mehr als drei Zellkernen, die als Osteoklasten gelten, ausgezählt und entsprechend ihrer 
Zellkernanzahl (Osteoklasten mit 3-5, 6-10 und mehr als 10 Zellkernen) kategorisiert.  
Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM. *p<0,05, **p<0,01 ACh vs. unstimuliert. 
Der Einfluss der Neurotransmitter ACh, NA und VIP und des ACh-Rezeptoragonisten 
ARR17779 auf die Kernanzahl von Osteoklasten wurde ebenfalls in Relation zur jeweiligen 
Osteoklastenanzahl in den entsprechenden Kernzahl-Kategorien nach Differenzierung mit M-
CSF/RankL (unstimuliert, 100%) dargestellt (Abb. 4-19, 4-20, 4-21, 4-22). 
Stimulation mit 10-6 und 10-8M ACh induzierte die Erhöhung der Osteoklastenanzahl mit 3-5 
Kernen, sowohl in Osteoklastenkulturen, die aus den KMM immunisierter Tiere angelegt 
wurden, als auch in Kulturen aus den KMM von NaCl-behandelten Tieren. Durch 10-6M ACh 
wurden vermehrt Osteoklasten mit 6-10 Zellkernen in Kulturen aus Kontroll-KMM in 
Relation zum unstimulierten Zellkulturansatz induziert, wohingegen in Kulturen aus CIA-
KMM, die Anzahl großer Osteoklasten mit mehr als 10 Zellkernen signifikant erhöht wurde. 
Stimulation mit 10-8M ACh verstärkte die Entstehung von Osteoklasten mit 6-10 und mehr als 






Hemmung der ACh-induzierten Differenzierung sehr großer Osteoklasten verursachte (Abb. 
4-19). 
 
Abbildung 4-20: Einfluss von Noradrenalin auf die Kernanzahl von Osteoklasten. 
Nach 5 Tagen Differenzierung in Gegenwart von 10-6 und 10-8M NA wurden TRAP-gefärbte Zellen 
mit mehr als drei Zellkernen, die als Osteoklasten gelten, ausgezählt und entsprechend ihrer 
Zellkernanzahl (Osteoklasten mit 3-5, 6-10 und mehr als 10 Zellkernen) kategorisiert.  
Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 NA vs. unstimuliert. 
Noradrenerge Effekte auf die Kernanzahl waren konzentrationsabhängig reziprok. Durch 10-
6M NA wurde die Anzahl von Osteoklasten jeder Kernkategorie im Vergleich zu der Anzahl 
in den unstimulierten Kulturen reduziert unabhängig ob die entsprechenden KMM aus 
immunisierten oder NaCl-behandelten Tieren isoliert wurden. Durch 10-8M NA erhöhte sich 
dagegen die Anzahl von Osteoklasten mit 3-5 und 6-10 Zellkernen verglichen mit den 
jeweiligen unstimulierten Osteoklastenkulturen immunisierter und NaCl-behandelter Tiere. In 
Kulturen aus Kontrolltieren war durch 10-8M NA-Zugabe tendenziell ein Anstieg in der 
Anzahl sehr großer Osteoklasten zu beobachten (p=0,0991).  
VIP-Zugabe während der Differenzierung hatte folgende Effekte auf die Kernanzahl im 
Vergleich zu unstimulierten KMM-Kulturen (Abb. 4-21): Stimulation mit 10-9M VIP hemmte 
die Entstehung von Osteoklasten mit 6-10 und mehr als 10 Zellkernen in KMM-Kulturen aus 
immunisierten Ratten, wohingegen 10-11M VIP in KMM-Kulturen aus NaCl-behandelten 
Ratten, in Relation zur entsprechenden unstimulierten KMM-Kultur, die Entstehung von 
Osteoklasten mit 6-10 Zellkernen begünstigte. Bezüglich der Anzahl von großen Osteoklasten 
mit mehr als 10 Zellkernen nach Stimulation mit 10-9 und 10-11M VIP konnte ein deutlicher 






Zellkernen war in den KMM-Kulturen aus arthritischen Tieren signifikant niedriger als in den 




Abbildung 4-21: Einfluss von VIP auf die Kernanzahl von Osteoklasten. 
Nach 5 Tagen Differenzierung in Gegenwart von 10-9 und 10-11M VIP wurden TRAP-gefärbte Zellen 
mit mehr als drei Zellkernen, die als Osteoklasten gelten, ausgezählt und entsprechend ihrer 
Zellkernanzahl (Osteoklasten mit 3-5, 6-10 und mehr als 10 Zellkernen) kategorisiert.  
Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM. #p<0,05, ##p<0,01 Kontrolle vs CIA. *p<0,05, **p<0,01 
VIP vs. unstimuliert. 
 
 
Abbildung 4-22: Einfluss von ARR17779 und DMSO auf die Kernanzahl von Osteoklasten. 
Nach 5 Tagen Differenzierung in Gegenwart von 10-6 und 10-8M ARR17779 oder DMSO wurden 
TRAP-gefärbte Zellen mit mehr als drei Zellkernen, die als Osteoklasten gelten, ausgezählt und 
entsprechend ihrer Zellkernanzahl (Osteoklasten mit 3-5, 6-10 und mehr als 10 Zellkernen) 
kategorisiert.  






Der spezifische Agonist für den nikotinergen 7 ACh-Rezeptor, ARR17779, bewirkte in 
einer Konzentration von 10-6M in den KMM-Kulturen NaCl-behandelter Ratten eine 
Erhöhung der Osteoklastenanzahl in allen drei Kernkategorien (3-5, 6-10, >10 Zellkerne), in 
den KMM-Kulturen immunisierter Tiere dagegen einzig eine Zunahme von Osteoklasten mit 
6-10 Zellkernen (Abb. 4-22). Durch 10-8M ARR17779 wurde die Bildung von Osteoklasten 
mit 3-5 und 6-10 Zellkernen aus den KMM NaCl-behandelter Tiere verstärkt. Im Gegensatz 
dazu wurde die Fusionierung von KMM aus immunisierten Ratten zu sehr großen 
Osteoklasten mit mehr als 10 Zellkernen durch 10-8M ARR17779 gehemmt. Gleichzeitig 
auftretende Lösungsmitteleffekte durch DMSO sind geringfügig und betreffen nur die 
Differenzierung von KMM aus NaCl-behandelten Tieren, wo sie die Anzahl der 3-5-kernigen 
Osteoklasten im Vergleich zu den unstimulierten Kulturen erhöhen und die Anzahl der 
Osteoklasten mit mehr als 10 Zellkernen reduzieren. 
4.3.3 Caspase 3/7-Aktivität von Osteoklasten 
Ein weiterer Faktor, der die in vivo-Osteoklastendifferenzierung beeinflussen könnte, ist die 
Apoptose-Aktivität von Vorläuferzellen (KMM) sowie von ausdifferenzierten Osteoklasten. 
In vitro konnte in dieser Arbeit kein Einfluss von CIA auf die Caspase 3/7-Aktivität von 
KMM, den Osteoklastenvorläuferzellen, festgestellt werden (4.2.5.).  
In Relation zu Osteoklasten, die aus den KMM NaCl-behandelter Ratten differenziert wurden, 
zeigten Osteoklasten, die aus den KMM arthritischer Tiere generiert wurden, eine um 50% 
erhöhte Apoptose-Rate nach M-CSF/Rankl-Deprivation (Abb. 4-23A). Betrachtet man die 
unterschiedlichen Arthritis-Stadien, so wird deutlich, dass der Effekt schon 10 Tage nach 
Immunisierung einsetzt und bis zur akuten Phase anhält (20 Tage, Abb. 4-23B). Die Analyse 
von Markergenen, die mit Apoptose- bzw. Survival-bezogenen Signalwegen assoziiert 
werden, zeigte eine deutlich verringerte mRNA-Expression des anti-apoptotischen Moleküls 
Bcl-2 und der Kinasen Erk1, Erk2 und Akt1 (Abb. 4-23C). Bei näherer Betrachtung des 
Einflusses der verschiedenen CIA-Phasen auf die Genexpression wird deutlich, dass Bcl-2 im 
gesamten Verlauf vermindert exprimiert wurde, während die anderen Gene vorrangig in den 






Abbildung 4-23: Einfluss 
von CIA auf die Caspase 
3/7-Aktivität von 




A stellt die Caspase 3/7-
Aktivität von Osteoklasten, 
die aus CIA-KMM 
generiert wurde, prozentual 
zur Caspase 3/7-Aktivität 
von Osteoklasten, die aus 
den KMM von 
Kontrolltieren (100%) 
generiert wurden, dar.  
B stellt die Caspase 3/7-
Aktivität von Osteoklasten, 
die aus CIA-KMM 
generiert wurde, prozentual 
zur Caspase 3/7-Aktivität 
von Osteoklasten, die aus 
den KMM von 
Kontrolltieren (100%) 
generiert wurden, im 
Zeitverlauf der CIA dar.  
N (Kontrolle/CIA) = 10d 
(6/6), 15d (8/8), 20d (8/8), 
40d (8/8). 
C Die Genexpressionsdaten von Apoptose/Survival-bezogenen Genen von Osteoklasten, die aus 
KMM arthritischer Tiere generiert wurden sind relativ zur Genexpression von Osteoklasten aus den 
KMM NaCl-behandelter Ratten dargestellt (Null-Linie). Die Expression der mRNA der untersuchten 
Gene wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert und als log fold change zum Kalibrator 
(Basis 2) dargestellt. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Boxplots umfassen das 10te 
bis 90te Perzentil der Datensätze. #p<0,05; ##p<0,01, ###p<0,001. 
Bezogen auf die Caspase 3/7-Aktivität konnte nur ein geringer Einfluss der Neurotransmitter 
ACh, NA und VIP festgestellt werden (Abb. 4-24A. B, C). Allein die Stimulation mit 10-8M 
NA führte zu einer Erhöhung der Caspase-Aktivität in den Osteoklasten NaCl-behandelter 
Ratten (Abb. 4-24C). Betrachtet man den Verlauf der Arthritis, kann für 10-6M ACh eine 
inhibierende Wirkung auf die Caspase 3/7-Aktivität von Osteoklasten, die aus KMM von 
Ratten 10 Tage nach Immunisierung differenziert wurden, feststellen (Abb. 4-24E). 
Demgegenüber bewirkten 10-6M und 10-8M NA einen Anstieg der Caspase 3/7-Aktivität von 







Abbildung 4-24: Einfluss von ACh, NA und VIP auf die Caspase 3/7-Aktivität von Osteoklasten. 
A-D Einfluss von ACh (A), VIP (B) und NA (C) sowie des Lösungsmittels A.dest (D) auf die Caspase 
3/7-Aktivität von Osteoklasten, die aus CIA-KMM oder Kontroll-KMM generiert wurden, prozentual 
zur Caspase 3/7-Aktivität der entsprechenden unstimulierten Kulturen (100%).  
E-F stellt den Einfluss von ACh, VIP (E) und NA (F) auf die Caspase 3/7-Aktivität von Osteoklasten, 
bezogen auf die Effekte in den jeweiligen unstimulierten Kulturen, im Zeitverlauf der CIA dar.  
Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der 
Datensätze. *p<0,05. 
Da der Wachstumsfaktor M-CSF essentiell für das Überleben von Osteoklasten und deren 
Vorläuferzellen ist, wurde die Genexpression von Molekülen, die zum M-CSF-Signalweg 
gehören, zwischen Osteoklasten aus NaCl-behandelten und arthritischen Tieren verglichen 
(Abbildung 4-25). Die mRNA-Expression des Adapterproteins Grb2, des guanin nucleotide 
exchange factors SOS1 sowie des Transkriptionsfaktors Foxo3 war in den Osteoklasten 
arthritischer Tiere signifikant herunterreguliert, verglichen mit der mRNA-Expression von 
Osteoklasten aus Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu war die Genexpression von c-Myc, einem 
Transkriptionsfaktor mit multifunktionalen Aufgaben im Bereich der Zellzyklusregulation, 
Apoptose und Zelltransformation, in den Osteoklasten aus den arthritischen Tieren signifikant 
verstärkt im Vergleich zu den Kontroll-Osteoklasten. Die verstärkte Genexpression von c-






der chronischen CIA-Phase erneut beobachtet werden (Tabelle 4-3). Die Reduktion der 
Genexpression der übrigen Gene war zumeist auf 10 und 15 Tage nach Immunisierung 
begrenzt, ausgenommen Foxo3. 
 
Abbildung 4-25: Genexpression 
von Komponenten des M-CSF-
Rezeptorsignalweges. 
Die Genexpressionsdaten von 
Osteoklasten, die aus den KMM 
arthritischer Tiere generiert wurden, 
sind relativ zur Expression von 
Osteoklasten, die aus den KMM 
NaCl-behandelter Ratten 
differenziert wurden, dargestellt 
(Null-Linie). Die Expression der 
entsprechenden mRNA wurde auf 
die Expression von GAPDH 
normalisiert und als log fold change 
zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt. 
Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der Datensätze. *p<0,05;**p<0,01,***p<0,001. 
 
 10 Tage n. I. 15 Tage n. I. 20 Tage n. I. 40 Tage n. I. 
M-CSF Rezeptor (n=7-12) **-0,66±0,16 **-0,30±0,10 -0,28±0,17 -0,17±0,14 
Grb2 (n=8-13) ***-0,73±0,12 ***-0,43±0,08 -0,20±0,11 -0,15±0,13 
SOS1 (n=8-13) **-0,49±0,11 -0,11±0,10 -0,13±0,14 -0,18±0,09 
Erk1 (n=8-13) **-0,60±0,12 **-0,28±0,08 *-0,25±0,10 -0,03±0,11 
Erk2 (n=8-12) **-0,54±0,15 *-0,21±0,08 -0,21±0,11 -0,09±0,11 
Akt1 (n=7-12) *-0,44±0,19 -0,16±0,09 *-0,25±0,14 -0,03±0,11 
Foxo3 (n=7-13) **-0,56±0,15 -0,11±0,10 -0,02±0,11 *-0,40±0,18 
c-myc (n=8-12) 0,12±0,12 ***0,69±0,15 -0,02±0,12 *0,71±0,32 
PU.1 (n=8-13) *-0,36±0,15 *-0,22±0,10 -0,25±0,13 0,07±0,06 
Bcl-2 (n=11) *-0,44±0,17 ***-0,69±0,11 **-0,87±0,26 *-0,18±0,08 
Tabelle 4-3: Genexpressionsdaten für Moleküle des M-CSF-Signalweges und Apoptose / 
Survival-bezogene Moleküle. 
Die Tabelle zeigt die Genexpressionsdaten von Molekülen des M-CSF-Signalweges und von 
Molekülen, die mit Zellapoptose und –überleben assoziiert sind im Zeitverlauf von CIA. 
Genexpressionsdaten von CIA-KMM sind relativ zur Expression von Kontroll-KMM (=0) 
wiedergegeben. Die Expression wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert und als 
Mittelwert ± SEM des log fold change zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt. *p<0,05; **p<0,01; 









4.3.4 Untersuchungen zur Osteoklastenaktivität 
4.3.4.1 Enzymaktivität von Kathepsin K 
Da die Bestimmung der Osteoklastenanzahl wenig Aussagekraft bezüglich der tatsächlichen 
Resorptionsaktivität hat, wurde die Enzymaktivität von Kathepsin K im Überstand der 
Osteoklastenkulturen von arthritischen und Kontrolltieren untersucht. Kathepsin K ist 
hauptverantwortlich für den enzymatischen Abbau des proteinogenen Anteils der 
Knochenmatrix und kann so durch die Zugabe eines geeigneten Substrates im 
Kulturüberstand nachgewiesen werden.  
Durch CIA wurde die Kathepsin K-Aktivität im Überstand der Osteoklasten signifikant 
inhibiert im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollkulturen (Abb. 4-26A). Betrachtet man 
den CIA-Effekt in den unterschiedlichen Arthritis-Stadien, so wird deutlich erkennbar, dass 
der Effekt tendenziell in der akuten CIA-Phase auftrat, aber erst in der chronischen Phase 
Signifikanz erreichte (Abb. 4-26B). Auch die Genexpression von Kathepsin K wurde durch 
CIA signifikant gehemmt (Abb. 4-30C), allerdings zeigte die Analyse der Kathepsin K-
Aktivität im CIA-Zeitverlauf einen hemmenden Einfluss von CIA vor allem 10 und 15 Tage 
nach Immunisierung (Tabelle 4-4). 
 
Abbildung 4-26: Einfluss von CIA auf die Kathepsin K Aktivität. 
A stellt die Kathepsin K-Aktivität in Kulturüberständen von Osteoklasten, die aus CIA-KMM 
generiert wurden, prozentual zur Kathepsin K-Aktivität von Osteoklasten, die aus KMM von 
Kontrolltieren (100%) generiert wurden, dar.  
B stellt die Kathepsin K-Aktivität im Überstand von Osteoklasten, die aus CIA-KMM generiert 
wurden, prozentual zur Kathepsin K-Aktivität von Osteoklasten, die aus KMM von Kontrolltieren 
(100%) generiert wurden, im Zeitverlauf der CIA dar.  
N (Kontrolle/CIA) = 10d (11/12), 15d (14/13), 20d (19/19), 40d (20/18). 
Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der Datensätze. Datenpunkte repräsentieren den 






Weiterhin wurde auch der Einfluss der sympathischen Neurotransmitter ACh, VIP und NA 
auf die Kathepsin K-Aktivität untersucht. Die Ergebnisse der Stimulationsexperimente sind 
als prozentuale Anteile zu den jeweiligen unstimulierten Kulturen von Osteoklasten, die aus 
KMM NaCl-behandelten bzw. arthritischen Tiere generiert wurden, dargestellt. Durch 10-6M 
ACh wurde die Kathepsin K-Aktivität in Überständen von Osteoklastenkulturen arthritischer 
und NaCl-behandelter Ratten deutlich erhöht, während 10-8M ohne Effekte blieb (Abb. 4-
27A). Betrachtet man den ACh-Einfluss in den unterschiedlichen CIA-Phasen sind keine 
eindeutigen Phasen-bezogenen Effekte erkennbar. Ausgenommen ist Tag 15 nach NaCl-
Behandlung, an dem Stimulation mit 10-6M ACh in den Überständen der 
Osteoklastenkulturen der Kontrollen eine signifikante Erhöhung der Kathepsin K-Aktivität 
hervorrief (Abb. 4-27E). Im Gegensatz zu ACh, wurde durch Anwesenheit von VIP und NA 
während der Osteoklastendifferenzierung, die Aktivität von Kathepsin K gehemmt (Abb. 4-
27B, C). Stimulation mit 10-9M VIP inhibierte die Kathepsin K-Aktivität in Kulturen von 
Osteoklasten aus den KMM von arthritischen und NaCl-behandelten Ratten, während 10-11M 
VIP nur Kulturen von Osteoklasten arthritischer Tiere signifikant beeinflusste. Eine genauere 
Analyse des VIP-Einflusses auf die Kathepsin K-Aktivität im CIA-Zeitverlauf, offenbarte, 
dass die Enzymaktivität von Kathepsin K in Osteoklastenkulturen von Kontrolltieren 15 Tage 
nach NaCl-Behandlung durch 10-11M VIP und 20 und 40 Tage nach NaCl-Behandlung durch 
10-9M VIP, verglichen mit der unstimulierten Osteoklastenkultur, signifikant reduziert wurde. 
In den Überständen der Osteoklastenkulturen, die 15 Tage nach Immunisierung aus den 
KMM von CIA-Tieren differenziert wurden, wurde nach Stimulation mit 10-9M VIP 
signifikant weniger Kathepsin K-Substrat umgesetzt im Vergleich zu unstimulierten Kulturen. 
Sowohl 10-9 als auch 10-11M VIP hemmten 20 Tage nach Immunisierung die Kathepsin K-
Aktivität (Abb. 4-27F). Stimulation mit 10-6M NA reduzierte die Kathepsin K Aktivität im 
Kulturüberstand von Osteoklasten aus arthritischen und Kontrolltieren, während 10-8M NA 
ausschließlich die Enzymaktivität in Kulturen von Osteoklasten aus dem Knochenmark von 
arthritischen Tieren hemmte (Abb. 4-27C). Bei näherer Betrachtung der unterschiedlichen 
CIA-Phasen wurde deutlich, dass ein Einfluss von NA nur auf die Kathepsin K-Aktivität im 
Kulturüberstand von Osteoklasten, die aus KMM arthritischer Tiere differenziert wurden, zu 
beobachten war. So hemmte 10-6M NA die Enzymaktivität 10, 15 und 20 Tage nach 








Abbildung 4-27: Einfluss von ACh, NA und 
VIP auf die Kathepsin K-Aktivität von 
Osteoklasten. 
A-D) Der Einfluss von ACh (A), VIP (B) und 
NA (C) sowie des Lösungsmittels A.dest (D) 
auf die Kathepsin K-Aktivität im Überstand 
von Osteoklasten, die aus CIA-KMM oder 
Kontroll-KMM generiert wurden, ist 
prozentual zur Kathepsin K-Aktivität der 
entsprechenden unstimulierten Kulturen 
(100%) dargestellt.  
E-G stellt den Einfluss von ACh (E), VIP (F) 
und NA (G) auf die Kathepsin K-Aktivität von 
Osteoklasten, bezogen auf die jeweiligen 
unstimulierten Kulturen, im Zeitverlauf der 
CIA dar. Datenpunkte repräsentieren den 








Um zu untersuchen, ob Stimulation des 7 nACh-Rezeptors einen Einfluss auf die Kathepsin 
K-Aktivität hat, wurden Osteoklastenkulturen mit dem spezifischen Agonist ARR17779 
stimuliert. Abbildung 4-28A zeigt den Einfluss von ARR17779 auf die Kathepsin K-Aktivität 
von Osteoklastenkulturen, die aus den KMM arthritischer und NaCl-behandelter Ratten 
differenziert wurden, im Vergleich zu ihren jeweiligen unstimulierten Kulturen. Stimulation 
mit 10-6M ARR17779 hemmte die Kathepsin K-Aktivität in Osteoklastenkulturen von CIA-
Tieren, während für Kulturen von NaCl-behandelten Tieren dieser Effekt nur tendenziell zu 
beobachten war. Dahingegen wurde durch 10-8M ARR17779 im Osteoklastenüberstand von 
CIA- und Kontroll-Kulturen der Substratumsatz durch Kathepsin K signifikant gehemmt. 
Lösungsmitteleffekte durch DMSO waren nicht erkennbar (Abb. 4-28B). Auffällig war, dass 
in Kulturen, die nur mit M-CSF, aber nicht mit RankL, differenziert wurden, keine deutlich 
niedrigere Enzymaktivität von Kathepsin K festgestellt wurde (Abb. 4-28C).  
 
Abbildung 4-28: Einfluss von ARR17779, DMSO und M-CSF auf die Kathepsin K-Aktivität von 
Osteoklasten. 
A und B zeigen den Einfluss von ARR17779 und DMSO auf die Kathepsin K-Aktivität im Überstand 
von Osteoklasten, die aus CIA-KMM oder Kontroll-KMM generiert wurden, prozentual zur Kathepsin 
K-Aktivität der entsprechenden unstimulierten Kulturen (100%).  
C vergleicht die Kathepsin K-Aktivität in Überständen von Osteoklasten aus arthritischen und NaCl-
behandelten Ratten, die nur mit M-CSF behandelt wurden mit den entsprechenden M-CSF/RankL-
behandelten (unstimuliert, 100%) Zellkulturüberständen. 







4.3.4.2 Resorption von knochenähnlicher Matrix 
Um die aktive Resorptionskapazität von Osteoklastenkulturen, die aus KMM von 
immunisierten und NaCl-behandelten Ratten differenziert wurden, zu untersuchen, wurde 
mittels Zugabe von osteogenem Differenzierungsmedium zu SAOS-2 Zellen, eine 
knochenähnliche Matrix generiert. Nach der Aussaat der KMM auf der Matrix, die sowohl 
proteinogene als auch kristalline Anteile enthält und damit der natürlichen Knochenmatrix 
sehr ähnlich ist, wurde nach Entstehung von reifen Osteoklasten die Matrix resorbiert (Abb. 
4-29A). Um aktiv Matrix zu resorbieren, bildet sich an der basolateralen Membran der 
Osteoklasten der sogenannte Aktinring, der für die feste Anheftung an die Matrixoberfläche 
und die anschließende Resorption notwendig ist (Abb. 4-29 B). 
 
Abbildung 4-29: Resorption von knochenähnlicher Matrix und Aktinring-Bildung. 
Abbildung A zeigt beispielhaft Resorptionsflächen von Osteoklasten, die 20 Tage nach NaCl-
Behandlung aus den KMM von DA Ratten generiert wurden, auf SAOS-generierter, knochenähnlicher 
Matrix (weiße Pfeile). 100fache Vergrößerung. B zeigt Phalloidin-Alexa546-gefärbte Aktinringe 
(weiße Pfeile) von Osteoklasten, die 20 Tage nach NaCl-Behandlung aus den KMM von DA Ratten 
generiert wurden. 200fache Vergrößerung. 
 
Durch CIA wurde keine messbare Veränderung in der Resorptionsaktivität von Osteoklasten 
aus arthritischen Tieren gegenüber der Aktivität von Osteoklasten aus Kontrolltieren induziert 
(Abb. 4-30A). Im Zeitverlauf der CIA zeigt sich dagegen eine signifikant verstärkte 
Resorptionsaktivität auf knochenähnlicher Matrix von Osteoklasten, die aus KMM chronisch 
kranker CIA-Ratten differenziert wurden (Abb. 4-30B). Die Genexpression von Markergenen 
für die Osteoklastenaktivität wie Kathepsin K, MMP-9, TRAP, Kohlensäureanhydrase II 
(CarII) und einer Untereinheit der V-ATPase, Tcirg1, wurde durch CIA signifikant inhibiert 






Immunisierung beschränkt waren (Tabelle 4-4). Ausgenommen war die Genexpression von 
TRAP, die ebenfalls 20 Tage nach Immunisierung, reduziert war und Tcirg, dessen 
Genexpression ausschließlich 40 Tage nach Immunisierung reduziert war (Tabelle 4-4). 
Abbildung 4-30: 
Einfluss von CIA auf 
die Resorption 
knochenähnlicher 
Matrix und die 
Genexpression von 
Aktivitätsmarkern. 
A stellt die resorbierte 
Fläche von 
Osteoklasten, die aus 
CIA-KMM generiert 
wurden, prozentual zur 
resorbierten Fläche von 
Osteoklasten, die aus 
KMM von 
Kontrolltieren (100%) 
generiert wurden, dar.  
B stellt die resorbierte 
Fläche von 
Osteoklasten, die aus 
CIA-KMM generiert 
wurden, prozentual zur 
resorbierten Fläche von 
Osteoklasten, die aus 
KMM von 
Kontrolltieren (100%) 
generiert wurden, im 
Zeitverlauf der CIA dar. N (Kontrolle/CIA) = 10d (6/6), 15d (6/6), 20d (7/7), 40d (8/8). 
C Genexpressionsdaten der Aktivitätsmarker von Osteoklasten, die aus KMM arthritischer Tiere 
generiert wurden sind relativ zu Genexpression von Osteoklasten aus den KMM NaCl-behandelter 
Ratten dargestellt (Null-Linie). Die Expression der mRNA der Aktivitätsmarker wurde auf die 
Expression von GAPDH normalisiert und als log fold change zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt.  
Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der Datensätze. Datenpunkte repräsentieren den 
Mittelwert ± SEM. #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001. 
Stimulation mit ACh, NA und VIP hatte keinen Einfluss auf die Resorptionsaktivität von 
Osteoklasten aus CIA- und Kontrolltieren in Relation zu den jeweiligen unstimulierten 
Kulturen (Abb. 4-31A, B, C). Auch nach Stimulation mit ARR17779, dem Agonisten für die 
7 nACh-Rezeptoruntereinheit, blieb die Resorptionskapazität unverändert (Abb. 4-31E). 
Auffällig war ebenfalls, dass in Kulturen, die nur in Gegenwart von M-CSF, aber nicht dem 
Osteoklastendifferenzierungsfaktor RankL, differenziert wurden, die Resorptionskapazität 
ebenfalls unverändert gegenüber der Resorptionskapazität von unstimulierten, M-






 10 Tage n. I. 15 Tage n. I. 20 Tage n. I. 40 Tage n. I.
Kathepsin K (n=12-16) *-0,52±0,21 **-1,09±0,29 -0,50±0,23 -0,11±0,15 
MMP-9 (n=12-15) ***-0,64±0,10 *-0,60±0,21 -0,20±0,20 -0,21±0,14 
TRAP (n=10-12) -0,24±0,40 *-0,77±0,27 **-0,81±0,18 -0,19±0,16 
Car II (n=10-12) **-0,54±0,14 *-0,51±0,21 -0,48±0,29 -0,02±0,16 
Tcirg1 (n=6-8) -0,06±0,18 -0,22±0,35 -0,52±0,24 *-0,25±0,06 
Tabelle 4-4: Genexpression von Aktivitätsmarkern im Zeitverlauf von CIA.  
Genexpressionsdaten von CIA-KMM sind relativ zur Expression von Kontroll-KMM (=0) 
wiedergegeben. Deren Expression wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert und als 
Mittelwert ± SEM des log fold change zum Kalibrator (Basis 2) dargestellt. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001. CarII – Kohlensäureanhydrase II, MMP-9 – Matrixmetalloproteinase 9, n.I. – nach 
Immunisierung, TRAP – tartrat-resistente saure Phosphatase 
 
 
Abbildung 4-31: Der Einfluss von ACh, NA, VIP und ARR17779 auf die Resorption 
knochenähnlicher Matrix. 
A-G zeigt den prozentualen Anteil der von Osteoklasten resorbierten Fläche, die mit den 
verschiedenen Stimuli inkubiert wurden, bezogen auf die resorbierte Matrixfläche der entsprechenden 
unstimulierten Osteoklasten-Kulturen (100%).  Ergebnisse für ACh sind unter (A), für VIP unter (B), 
für NA unter (C) und für das verwendete Lösungsmittel A.dest unter (D) dargestellt. Ergebnisse für die 
Stimulation mit ARR17779 und dem entsprechenden Lösungsmittel DMSO sind unter E bzw. F 
dargestellt. Ergebnisse der Kontrollkultur, die nur in Gegenwart von M-CSF kultiviert wurde sind 






4.3.5 Einfluss cAMP-assoziierter Signalwege auf Differenzierung und Aktivität 
Da die Stimulation mit NA und VIP, über cAMP-assoziierte Signalwege, während der 
Osteoklastogenese hemmend auf die Kathepsin K Enzymaktivität von Osteoklasten wirkte 
und partiell (10-6M NA) auch die Differenzierung von Osteoklasten gehemmt wurde, sollte 
weiterhin untersucht werden, ob ein spezifischer Signalweg für diese Beobachtung 
verantwortlich ist. Um zu untersuchen, ob tatsächlich cAMP-Signale für den hemmenden 
Einfluss von NA und VIP auf die Kathepsin K-Aktivität und Osteoklastenanzahl 
verantwortlich sind, wurden KMM von arthritischen und Kontrolltieren in Gegenwart des 
Adenylatzyklase-Aktivators NKH 477 differenziert und die Anzahl der entstandenen 
Osteoklasten und die Kathepsin K-Aktivität in den entsprechenden Überständen analysiert 
(Abb. 4-32). 
 
Abbildung 4-32: cAMP-Einfluss auf Osteoklastendifferenzierung und Kathepsin K-Aktivität. 
A stellt die Anzahl der in Gegenwart von NKH477 differenzierten Osteoklasten, aus KMM-Kulturen 
arthritischer und NaCl-behandelter Ratten, prozentual zur Osteoklastenanzahl der entsprechenden 
unstimulierten Kulturen (100%) dar.  
B stellt die Kathepsin K-Aktivität in den korrespondierenden Zellkulturüberständen als prozentualen 
Anteil von NKH477-stimulierten Osteoklastenkulturen immunisierter und NaCl-behandelter Ratten, 
zur Kathepsin K-Aktivität der jeweiligen unstimulierten Kultur (100%) dar. 
Boxplots umfassen das 10te bis 90te Perzentil der Datensätze. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
Stimulation mit 10-6 und 10-8M NKH 477 führten zu einer signifikanten Inhibition der 
Osteoklastendifferenzierung im Vergleich zu unstimulierten Kulturen, unabhängig ob KMM 
aus NaCl- oder Kollagen Typ II-behandelten Ratten stimuliert wurden (Abb. 4-32A). Der 
Einfluss von 10-8M NKH 477 war dabei deutlich stärker als der von 10-6M NKH 477. 
Ähnliche Beobachtungen konnten für die Kathepsin K-Aktivität im Zellkulturüberstand der 






Kathepsin K-Enzymaktivität in den CIA-Osteoklastenüberständen signifikant, aber 
tendenziell auch die entsprechenden Kulturen von Osteoklasten aus Kontrolltieren. 
Dahingegen führte Differenzierung in Gegenwart von 10-8M NKH 477 zu einer deutlichen 
Hemmung der Kathepsin K-Aktivität in Osteoklastenkulturen aus KMM immunisierter und 






In RA stellen Makrophagen eine der wichtigsten Zellpopulationen in der Entzündungsregion 
des Synovialgewebes dar, da sie hohe Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine 
sezernieren und vor allem, da sie die Vorläuferzellen für Osteoklasten darstellen, die für die 
progressive Gelenkzerstörung durch erosiven Knochenabbau verantwortlich sind. 
Makrophagen entstammen der hämatopoetischen Stammzell (HSZ)-Linie des Knochenmarks. 
Die Untersuchungen dieser Studie sollten zeigen, dass in CIA nicht nur lokale Effekte im 
Synovialgewebe das Verhalten von Makrophagen beeinflussen können, sondern schon auf 
Ebene von Knochenmark-Vorläuferzellen Mechanismen induziert werden, die metabolische 
Eigenschaften wie Apoptose, Proliferation oder Adhäsion modulieren. Bezüglich der 
Pathogenese von RA gibt es zwei gegensätzliche Hypothesen. Eine geht von lokalen 
synovialen Veränderungen als Initiator der pathophysiologischen Prozesse in RA aus, 
während die andere Hypothese Veränderungen im Knochenmark als Ursache der 
nachfolgenden destruktiven Ereignisse im Gelenk ansieht (238). Für die Knochenmark-
Theorie spricht, dass vorhandene Knochenmarködeme gute Marker für aggressive 
Krankheitsverläufe mit fortschreitender Knochenerosion darstellen (239) und diese 
Knochenmarködeme mit einer verstärkten Infiltration von Makrophagen, Plasmazellen, B-
Zellen und vor allem Osteoklasten im Knochenmark korrelieren (240). Expression von 
degradativen Enzymen, wie MMP-9 und Kathepsin K, sowie kolokalisierte Genexpression 
von TNF und IL-1 mit CD68+-Zellen (Monozyten/Makrophagen) in subchondralen 
Knochenregionen von RA-Patienten (241), sprechen ebenfalls für die Theorie einer initialen 
Osteitis, die sich letztendlich als synoviale Entzündung und RA manifestiert. Weitere 
Indikatoren von RA als Knochenmark-Erkrankung ist eine Erhöhung myeloider 
Vorläuferzellen in der HSZ-Population (242), eine reduzierte Proliferation und erhöhte 
Immunseneszenz von HSZ (243), sowie die Therapierfolge, die in einigen RA-Patienten 
durch Stammzelltransplantation erzielt werden konnten (zusammengefasst in (244)).  
5.1 Einfluss von CIA auf metabolische Eigenschaften von Knochenmark-
Makrophagen 
Um den Einfluss von CIA auf Knochenmark-Makrophagen zu untersuchen, wurde 
Knochenmark aus Ratten in verschiedenen Erkrankungsstadien und den entsprechenden 
Kontrolltieren isoliert und die Makrophagenpopulation in Gegenwart von M-CSF, über ihre 






der Makrophagenanzahl aus immunisierten Tieren mit der korrespondierenden Anzahl aus 
NaCl-behandelten Tieren im Zeitverlauf der Arthritis, wurde zum akuten Arthritiszeitpunkt 
(assoziiert mit hochgradiger Gelenkentzündung) ein deutlicher Rückgang der 
Makrophagenanzahl festgestellt. Um zu untersuchen, ob diese Reduktion der Zellzahl auf 
Veränderungen in der Makrophagenpopulation des Knochenmarks beruht, oder ob andere 
Defekte im Makrophagenverhalten verantwortlich waren, wurde die Anzahl CD11b-positiver 
Zellen (Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, NK-Zellen) und EMR1-positiver Zellen 
(Pan-Makrophagenmarker) im nativen Knochenmark mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 
Interessanterweise war die Anzahl der CD11b- und EMR1-positiven Zellen im nativen 
Knochenmark akut arthritischer Tiere, verglichen mit den Kontrolltieren, signifikant erhöht. 
Ähnliche Beobachtungen wurden auch in anderen murinen Arthritisstudien gemacht, die eine 
Erhöhung des Anteils der myeloiden Zellpopulation an der Gesamtzahl der 
Knochenmarkzellen feststellen konnten (242, 245). Mit Progression der Arthritis zur 
chronischen Phase und dem Abklingen der Entzündung wird diese Verschiebung der Anteile 
der HSZ in Richtung myeloide Population wieder aufgehoben. Die vorübergehende Erhöhung 
der Anzahl myeloider HSZ spiegelt den erhöhten Bedarf von Immunzellen während akuter 
Entzündungsprozesse wieder. Neben der Erhöhung des Anteils der myeloiden Population im 
Knochenmark konnte zum akuten Arthritiszeitpunkt auch eine signifikante Reduktion von 
CD90-positiven Zellen im Knochenmark arthritischer Tiere gemessen werden. CD90 oder 
Thy-1 wird zusammen mit CD73 und CD105 als Marker für mesenchymale Stammzellen 
beschrieben (230), wird aber z.B. auch von Fibroblasten-ähnlichen Synoviozyten der 
Synovialmembran exprimiert sowie von dermalen Fibroblasten (246) und aktivierten 
Endothelzellen (247). Die Literatur zu CD90/Thy-1 und Arthritis beschränkt sich auf die 
Expression als Marker für Fibroblasten-ähnliche Synoviozyten und als erhöhten löslichen 
Marker in der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten (247, 248). Die Reduktion in der Anzahl 
CD90-positiver Knochenmarkzellen im akuten Arthritisstadium stellt einen neuen und 
interessanten Befund dar, der in der aktuellen Literatur bisher nicht beschrieben wurde. 
Möglicherweise migrieren vermehrt CD90-positive Zellen aus dem Knochenmark in das 
entzündete Synovialgewebe oder andere Gewebe, entweder um (1) den durch die Entzündung 
verursachten Gewebedefekten entgegenzustehen und Reparaturmechanismen zu induzieren, 
oder (2) um weitere invasive synoviale Fibroblasten zu induzieren und die Gelenkzerstörung 






Die über Plastikadhärenz isolierten KMM wurden ebenfalls auf die Expression der 
Makrophagenmarker CD11b, EMR1 und CD90 mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die 
Analysen konnten zeigen, dass die Methode eine hoch angereicherte Population von CD11b- 
und EMR1-positiven Zellen hervorbrachte, die für die weiteren Untersuchungen verwendet 
wurde. Die isolierte Population war negativ für CD90 und somit waren keine messbaren 
Verunreinigungen von mesenchymalen Stammzellen oder Fibroblasten enthalten. 
Die reduzierte Anzahl von KMM nach Separation über Plastikadhäsion im akuten 
Arthritisstadium kann prinzipiell durch Änderungen in Eigenschaften wie Apoptose, 
Proliferation und Adhäsion verursacht werden. Daher wurde in den nächsten Schritten der 
vorliegenden Arbeit nun der Einfluss von CIA auf diese Eigenschaften untersucht.  
Durch Induktion von CIA wurde die Adhäsionskapazität von KMM an unbehandeltes 
Zellkulturplastik in der akut inflammatorischen Phase, 20 Tage nach Immunisierung, 
signifikant reduziert. Veränderungen in der Plastikadhärenz von Makrophagen wurden auch 
in Patienten mit systemischem Lupus erythematodes und RA beobachtet. Diese Patienten 
waren jedoch teilweise unter Kortikosteroid-Behandlung und so kann ein Einfluss der 
Behandlung auf die Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden (249). Die Ergebnisse der 
vorliegenden Studie dagegen wurden in KMM aus DA Ratten generiert, die keinerlei 
therapeutische Behandlung erhalten haben und so die sichere Aussage ermöglichen, dass CIA, 
durch bisher unbekannte Mechanismen, die Adhäsionskapazität von Makrophagen an Plastik 
inhibiert. Da die Knochenmark-Makrophagen über Plastikadhärenz aus dem Knochenmark 
isoliert wurden, liegt in dieser Veränderung vermutlich die Ursache für die verringerte Anzahl 
von KMM akut arthritischer Tiere nach Isolation aus dem Knochenmark. Obwohl dieser 
Befund große Auswirkungen auf in vitro-Experimente mit Knochenmark-Makrophagen aus 
akut arthritischen Tieren bzw. Patienten haben kann, ist die Bedeutung für die in vivo-
Situation weniger klar. Aus diesem Grund wurden die Adhäsionsexperimente erweitert und 
die Adhärenz von KMM arthritischer und NaCl-behandelter Ratten an spezifische 
Komponenten der extrazellulären Matrix, wie Kollagen Typ I, Fibronektin und Laminin, 
untersucht, da Makrophagen in vivo über Interaktion mit diesen Molekülen agieren. In 
Studien mit peripheren Blutmonozyten (250) und synovialen Fibroblasten (251) von RA-
Patienten, wurde eine erhöhte Integrinexpression und eine verstärkte Anhaftung an 
Komponenten der extrazellulären Matrix beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten wir in 
unseren Experimenten mit KMM eine signifikante Reduktion der Adhäsion an Kollagen I und 






sowie tendenziell ebenfalls im akuten Arthritisstadium, feststellen. Die Adhäsion der CIA-
KMM an Laminin war in der chronischen CIA-Phase ebenfalls tendenziell beeinträchtigt. 
Bezüglich der in vivo-Bedeutung dieser Beobachtung könnte nach Induktion von CIA eine 
Migration von KMM via Komponenten der extrazellulären Matrix durch unbekannte 
Mechanismen inhibiert werden. Somit könnte ein erneutes Aufflammen der 
Entzündungsreaktion in der chronischen CIA-Phase durch eine reduzierte 
Makrophageninfiltration verhindert werden. Parallel wurde die Expression der Integrine 
CD29 (Integrin 1) und CD51/CD61 (Integrin 3), die die Adhäsion von Makrophagen an 
ECM-Komponenten vermitteln, mittels Durchflusszytometrie untersucht. Für CD29 konnten 
keine Unterschiede in der Expression zwischen KMM aus arthritischen und NaCl-behandelten 
Kontrolltieren festgestellt werden, während CD51/CD61 in unserem System nicht 
detektierbar war. Der verwendete Antikörper für die Detektion von CD29 war nicht speziell 
gegen die aktive Konformation des Integrins gerichtet. Somit kann keine Aussage darüber 
getroffen werden, ob CIA einen Einfluss auf den Aktivierungsstatus des Integrins hatte und 
dadurch Unterschiede in der Adhäsion an die Matrixkomponenten verursacht wurden. 
Möglicherweise spielen andere Rezeptoren auf der Zelloberfläche von KMM eine Rolle oder 
CIA induziert Veränderungen in der intrazellulären Signalweiterleitung oder, wie oben 
erwähnt, der Aktivierungsstatus von Integrinen wird durch CIA moduliert. 
Neben den Einflüssen auf die Adhäsion hatte die Induktion von CIA einen stark hemmenden 
Effekt auf die Proliferation von KMM, der tendenziell schon 10 Tage nach Immunisierung zu 
beobachten war, sich dann aber signifikant bis in die chronische Phase der CIA fortsetzte. 
Überraschenderweise waren zum akuten Zeitpunkt der CIA keine Unterschiede in der 
Proliferationskapazität von KMM aus arthritischen und NaCl-behandelten Ratten messbar. In 
Zusammenhang mit der gemessenen Reduktion der Adhäsion 20 Tage nach Immunisierung 
kann man deshalb von einer erhöhten Proliferation von CIA-KMM in der akuten Phase 
ausgehen. Eine erhöhte Proliferationsrate in akuten Entzündungsvorgängen reflektiert den 
erhöhten Bedarf von Immunzellen, um die Ursache der Entzündung zu bekämpfen. So wurde 
auch in anderen akuten lokalen Entzündungsreaktionen eine stark erhöhte Proliferationsrate 
von Makrophagen beobachtet, möglicherweise um eine schnelle Wiederherstellung der 
Homöostase zu erreichen (252). Andererseits wurde in RA eine Reduktion der Proliferation 
von CD34+-Stammzellen beobachtet, die durch frühe Induktion von Immunseneszenz 
verursacht wurde (243). Weiterhin wurde in Milzzellen und peripheren Blutmonozyten von 






mitogener Stimulation vier Tage nach Arthritisinduktion beobachtet (253). Diese 
widersprüchlichen Beobachtungen können durch unterschiedliche Bedingungen in den 
jeweiligen Arthritisphasen erklärt werden. Möglicherweise wird direkt nach 
Arthritisinduktion die proliferative Kapazität der HSZ, und damit auch die Zellreserve für 
Immunzellen, reduziert. Durch hohe Konzentrationen pro-inflammatorischer und pro-
proliferativer Faktoren wird dieser Effekt in der akuten Arthritisphase überlagert, was zu 
einem starken Proliferationsschub führt, der in der chronischen Phase durch unbekannte 
Mechanismen inhibiert wird. Die Analyse der Zellzyklusphasen von KMM aus immunisierten 
und NaCl-behandelten Ratten zeigte dagegen keine Unterschiede und somit sind in dieser 
Arbeit keine Aussagen über den Einfluss von CIA auf die zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen der Änderung der Proliferationsrate von CIA-KMM möglich.  
Bei der Betrachtung der Caspase 3/7 Aktivität von KMM aus arthritischen und NaCl-
behandelten Ratten fällt auf, dass CIA zu einer Hemmung der Apoptose der KMM aus 
arthritischen Tieren führt, die aber bei genauerer Betrachtung keiner spezifischen CIA-Phase 
zugeordnet werden kann. Stattdessen ist in der chronischen Phase eher eine Verstärkung der 
Caspase 3/7-Aktivität in CIA-KMM im Vergleich zu den Kontroll-KMM zu beobachten. Die 
reduzierte Apoptose-Aktivität, die in RA eine der Ursachen für die anhaltende Persistenz der 
Erkrankung darstellt, wird scheinbar durch spezielle lokal exprimierte Faktoren des  
synovialen Gewebes verursacht (254, 255), die aber auch einen Einfluss auf die Vitalität von  
KMM nehmen können. Die verstärkte Apoptoseinduktion nach M-CSF- und Serum-
Deprivation in der chronischen CIA-Phase könnte verhindern, dass erneute 
Entzündungsprozesse durch Makrophagenaktivierung initiiert werden. 
Durch Kollagen-induzierte Arthritis werden zelluläre Eigenschaften von KMM wie 
Proliferation und Adhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix wie Kollagen I und 
Fibronektin moduliert, die in vivo als regulatorische Mechanismen gegen eine übermäßige 
Aktivierung dieser Zellen wirken würden. Die Reduktion des Adhäsionsvermögens an 
Plastikoberflächen in der akuten Phase der Arthritis dagegen kann Daten von in vitro-
Experimenten beeinflussen. Die effektive Zellzahl der eingesetzten CIA-KMM würde durch 
die reduzierte Adhäsion stark abweichen und somit können Assayergebnisse in Relation zur 







5.2 Einfluß von sympathischer Neurotransmitterstimulation auf metabolische 
Eigenschaften von Knochenmark-Makrophagen 
Da Untersuchungen zum Einfluss der sympathischen Neurotransmitter NA, ACh und VIP auf 
KMM im Kontext der Kollagen-induzierten Arthritis ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit 
waren, wurde initial die Expression verschiedener Rezeptoren für die jeweiligen 
Neurotransmitter auf mRNA- und für ausgewählte Rezeptoren auch auf Proteinebene 
untersucht. Es konnte eine große Vielzahl verschiedener Rezeptoren auf mRNA-Ebene 
nachgewiesen werden. Mittels qualitativer Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung war 
kein Unterschied in der Rezeptorexpression und -lokalisation auf KMM arthritischer und 
NaCl-behandelter Ratten feststellbar. Aufgrund der Rezeptorvielfalt kann die Stimulation mit 
den Neurotransmittern verschiedene Signalwege induzieren, die sich gegenseitig ergänzen 
oder auch aufheben können. Obwohl durch CIA keine offensichtlichen Änderungen in der 
Expression bzw. Lokalisation der Rezeptoren verursacht wurden, kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass die intrazelluläre Signalkaskade verändert wurde und somit andere 
Effektormechanismen wirksam werden können. 
Abhängig vom verwendeten Assay wurden unterschiedliche Effekte von NA, ACh und VIP 
beobachtet. Stimulation mit NA konnte nur die Adhäsion von KMM aus NaCl-behandelten 
Tieren an Plastik beeinflussen, mit einer konzentrationsabhängigen Reduktion der Adhäsion 
(10-6M) 10 Tage nach NaCl-Behandlung und einer verstärkten Adhäsion (10-8M) 40 Tage 
nach NaCl-Behandlung. Ein ähnlicher zeitabhängig veränderlicher Einfluss von NA auf die 
Adhäsion an Plastik, wurde von Ortega et al. in peritonealen Makrophagen beobachtet und 
mit dem Einfluss von Alterseffekten assoziiert  (256). Für VIP und ACh dagegen, wurden nur 
Effekte auf KMM aus arthritischen Tieren beobachtet. Parallel zur Induktion von CIA 
hemmte ACh die Adhäsion von CIA-KMM, während in der akuten und chronischen Phase 
VIP die Plastikadhäsion der CIA-KMM verstärkte. Es gibt zwar keine spezifischen Daten aus 
der Literatur zum Einfluss von ACh auf die Adhäsionskapazität von Makrophagen, aber 
Reardon et al. konnten eine reduzierte Expression von Adhäsionsmolekülen auf 
Endothelzellen nach ACh-Stimulation feststellen, die die Migration von Neutrophilen in die 
Entzündungsregion inhibierte. Die Studie zeigte, dass der Effekt über muskarinerge ACh-
Rezeptoren vermittelt wurde (257). Übereinstimmend mit unseren Daten, konnte von de la 
Fuente et al. gezeigt werden, dass Stimulation von peritonealen Makrophagen mit 10-9M VIP 
zu einer klaren Verstärkung der Adhäsion führte (258). Die Adhäsion an Komponenten der 






ACh und 10-8M NA hatten keinen Einfluss auf die Matrixadhäsion. Einzig die Adhäsion an 
Kollagen I und Laminin wurde durch 10-6M NA 40 Tage nach NaCl-Behandlung signifikant 
reduziert. Tendenziell hemmte 10-9M VIP in Kontroll-KMM die Adhäsion an Kollagen I 20 
Tage und an Laminin 40 Tage nach NaCl-Behandlung. CIA-KMM aus chronisch arthritischen 
Ratten reagierten, im Gegensatz zu Kontroll-KMM, anerg auf NA-Stimulation bezüglich der 
Adhäsion an Plastik, Kollagen I und Laminin. Diese ausbleibende Reaktion auf NA würde in 
vivo zu einer verstärkten Adhäsion von KMM an ECM-Bestandteile führen und damit die 
Migration von KMM begünstigen. Stimulation mit VIP führt nur nach Induktion von Arthritis 
zu einer Veränderung der Plastikadhäsion und könnte so die Anergie der CIA-KMM auf NA-
Stimulation kompensieren. Die im Zeitverlauf der Erkrankung veränderten Einflüsse von NA, 
ACh und VIP auf Adhäsionsprozesse in Abhängigkeit vom jeweiligen Substrat werden 
vermutlich durch hier nicht untersuchte, CIA-assoziierte Mechanismen induziert. 
Stimulation mit 10-6M und 10-8M NA führte 40 Tage nach NaCl-Behandlung zu einer starken 
Hemmung der Proliferation von Kontroll-KMM, während in CIA-KMM nur 10-6M NA zu 
einer Hemmung der Proliferation führte. In Knochenmarkkulturen, die in Gegenwart von M-
CSF kultiviert wurden und mit 10-6M und 10-8M NA, also über - bzw -Adrenozeptoren, 
stimuliert wurden, zeigte die Makrophagenpopulation eine gehemmte Proliferationskapazität 
(259), analog zu den Beobachtungen unserer Studie. Im Gegensatz dazu wurde durch ACh 
und VIP die Proliferation von KMM, die 20 Tage nach NaCl-Behandlung isoliert wurden, 
verstärkt, während CIA-KMM zum akuten Arthritiszeitpunkt eine verringerte Proliferation 
nach Stimulation mit ACh und VIP aufwiesen. In der chronischen CIA-Phase wurde durch 
ACh die Proliferation in CIA-und Kontroll-KMM gehemmt, durch VIP nur in Kontroll-
KMM. Sowohl ACh als auch VIP werden vorrangig als Mediatoren anti-inflammatorischer 
Effekte beschrieben (260, 261), was auch durch die Hemmung der Proliferation der Kontroll-
KMM in unseren Experimenten unterstützt wird, aber CIA führt zu einer Dämpfung dieser 
anti-inflammatorischen Effekte. Die Vermittlung der anti-inflammatorischen Effekte von ACh 
werden zumeist mit dem 7 nACh-Rezeptor auf Makrophagen assoziiert, der die Expression 
pro-inflammatorischer Zytokine inhibiert (182). Zu unserer Überraschung konnten wir die 
Expression des 7 nAChR auf den Rattenmakrophagen nur in vereinzelten Experimenten und 
nur sehr schwach auf mRNA-Ebene nachweisen. Parallel wurden in dieser Arbeit 
Experimente mit dem spezifischen 7 nAChR Agonisten ARR17779 durchgeführt, der aber 
keine Effekte auf metabolische Eigenschaften von Knochenmark-Makrophagen hatte. 






nachgewiesen, welche die gleiche Signalkaskade aktivieren (262). Agonismus des M5 ACh 
Rezeptors führte in Zellkulturen von transfizierten NIH3T3-Zellen zu einer pro-proliferativen 
Antwort (236). In der humanen Melanom-Zelllinie A2058 führte M5 Stimulation dagegen 
über einen alternativen Signalweg zu einem reduzierten klonogenen Potential (237), was die 
gegensätzlichen Effekte in Kontroll-und CIA-KMM erklären könnte. Dass Arthritisinduktion 
die Signalweiterleitung von Rezeptoren verändern kann, wurde schon anhand des 2-
Adrenozeptors in Adjuvant-induzierter Arthritis gezeigt (233). Für VIP wurden anti-
proliferative Effekte in HSZ über den VIP-Rezeptor 1 beschrieben (263). 
Der Einfluss von NA, ACh und VIP auf die Caspase 3/7-Aktivität war komplett 
entgegengesetzt in KMM aus immunisierten und NaCl-behandelten Tieren. In Kontroll-KMM 
führte die Neurotransmitterstimulation 15 Tage nach NaCl-Behandlung zu einer starken 
Induktion der Apoptose, während CIA-KMM 15 Tage nach Immunisierung durch unbekannte 
Mechanismen vor Neurotransmitter-induzierter Apoptose geschützt sind. In in vitro-Kulturen 
konnte die Stimulation mit 10-6M und 10-8M NA, Apoptose in Lymphozyten und einer 
Makrophagen-Zelllinie induzieren (264, 265). Ein möglicher veränderter Einfluss 
katecholaminerger Rezeptorstimulation kann durch verschiedene Expressionsmuster 
adrenerger Rezeptoren unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen 
vermittelt werden, wie sie für die 2- und 1D-adrenergen Rezeptoren beobachtet wurden 
(231, 232). Für VIP wurden gegenteilige Effekte auf die Induktion von Apoptose beschrieben, 
die unsere Ergebnisse stützen: zum einen konnte VIP Apoptose in Neutrophilen aus dem Blut 
gesunder Spender induzieren (266), während es andererseits murine azinöse Zellen vor TNF-
induzierter Apoptose schützen konnte (267). Studien mit den muskarinergen ACh-Rezeptoren 
M3 und M5 zeigen stattdessen protektive Effekte durch Inhibition von Apoptose in chinese 
hamster ovary cells (167). 
CIA moduliert den Einfluss der sympathischen Neurotransmitter ACh, NA und VIP auf 
Adhäsion und Proliferation von KMM in den verschiedenen Krankheits-Phasen. So konnte 
gezeigt werden, dass anti-proliferative Effekte von NA, ACh und VIP auf Kontroll-KMM in 
der chronischen CIA-Phase gehemmt wurden. Die Hemmung der Adhäsion von KMM an 
Kollagen I und Laminin nach katecholaminerger Stimulation wurde durch CIA ebenfalls 







5.3 Einfluß von CIA auf die Osteoklastogenese von Knochenmark-Makrophagen 
Die progressive Zerstörung des periartikulären Knochens ist ein Charakteristikum von RA. 
Die Ursache des fortschreitenden Knochenabbaus ist die überschießende Aktivierung von 
Osteoklasten durch die verstärkte lokale Expression von pro-osteoklastogenen Faktoren im 
entzündeten Synovialgewebe. Ein Punkt dieser Dissertation war die Beantwortung der Frage, 
ob durch Kollagen-induzierte Arthritis auf der Ebene des Knochenmarks Veränderungen in 
der Osteoklastogenese von KMM induziert werden, die unabhängig von erhöhten pro-
osteoklastogenen Konzentration von RankL oder auch TNF und IL-1 wirken.  
Die M-CSF / RankL-induzierte Osteoklastogenese wurde durch CIA nicht beeinflusst, die 
Anzahl der Osteoklasten nach 5 Tagen Differenzierung war vergleichbar in KMM aus 
arthritischen und NaCl-behandelten Tieren, obwohl durch CIA die Genexpression von 
Differenzierungsmarkern wie den Rezeptoren für M-CSF und RankL, NFATc1 und 
Calcitonin-Rezeptor herunterreguliert wurde. In verschiedenen Studien wurde eine erhöhte 
Osteoklastogenesekapazität von peripheren Blutmonozyten von RA-Patienten nachgewiesen  
(268). Li und Kollegen konnten dagegen im Arthritismodell der TNF-transgenen Maus 
feststellen, dass diese erhöhte Osteoklastendifferenzierung in Arthritis auf Vorläuferzellen aus 
Blut und Milz begrenzt ist während Vorläuferzellen des Knochenmarks unverändert reagieren 
(269). Daraus haben sie geschlussfolgert, dass die Mobilisierung von Vorläuferzellen aus dem 
Knochenmark in die Peripherie die Ursache für die erhöhte Osteoklastogenese in Arthritis ist, 
was durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie weiter unterstützt wird. Durch CIA wurden 
Änderungen in der Kernanzahl von Osteoklasten induziert, mit einer Reduktion der Anzahl 
kleiner Osteoklasten mit 3-5 Zellkernen und einer tendenziellen Erhöhung der 
Osteoklastenanzahl mit mehr als 10 Zellkernen. Studien, in denen die Fusion von 
Osteoklastenvorläuferzellen zu Osteoklasten beeinträchtigt war, zeigten eine geringere 
planare Größe der Osteoklasten und kleinere Resorptionsflächen einhergehend mit einer 
erhöhten in vivo-Knochenmasse (270). In Mäusen mit hypernukleären Osteoklasten wurde 
dagegen, ähnlich zum humanen Paget Syndrom, eine verstärkte Knochenresorption 
beobachtet (271). Die tendenzielle Induktion von Osteoklasten mit einer erhöhten Anzahl von 
Nuclei könnte ein Indikator für eine höhere Resorptionsaktivität von Osteoklasten, die aus den 
KMM von arthritischen Tieren differenziert wurden, bedeuten. Um die Aktivität von 
Osteoklasten aus arthritischen mit NaCl-behandelten Tieren zu vergleichen, wurde zum einen 
die Kathepsin K-Aktivität im Zellkulturüberstand der Osteoklastenkulturen bestimmt und zum 






der Resorptionslakune den proteinogenen Anteil der Knochenmatrix v. a. Kollagen I. Die 
Analyse der enzymatischen Aktivität von Kathepsin K im Zellkulturüberstand von 
Osteoklasten, die aus den KMM arthritischer Tiere differenziert wurden, zeigte im Vergleich 
zu den Kontrollkulturen überraschenderweise eine geringere Kathepsin K-Aktivität, die sich 
vor allem in der chronischen CIA-Phase manifestierte. Die Analyse der mRNA-Expression 
von Kathepsin K in verschiedenen CIA-Stadien, zeigte ebenfalls eine signifikante 
Herunterregulation im Vergleich zu Osteoklasten aus Kontrolltieren, vor allem in den frühen 
CIA-Phasen (10, 15 Tage). Ob die enzymatische Aktivität gehemmt ist oder ob die 
Enzymmenge reduziert wird, konnte zwar mit dem angewandten Assay nicht unterschieden 
werden, aber unabhängig von der Ebene der Regulation bedeutet diese Beobachtung eine 
geringere proteolytische Aktivität von Kathepsin K. Im Gegensatz dazu wurde eine erhöhte 
Konzentration von Kathepsin K im Serum von Patienten mit aktiver RA nachgewiesen (272) 
und die Inhibition von Kathepsin K konnte in Kollagen-induzierter Arthritis das Auftreten 
von Knochenerosionen verhindern (90). Die unveränderte Kathepsin K-Aktivität in der akuten 
CIA-Phase, die im Gegensatz zu den hohen Serumlevel in aktiver humaner RA steht, kann an 
der Diskrepanz zwischen peripheren in vivo-Effekten und isolierten Knochenmark-Effekten 
liegen, die auch schon für die Differenzierung von Osteoklasten beobachtet wurde. Dass mit 
Chronifizierung der CIA die Kathepsin K-Aktivität in den Kulturüberständen abnimmt, 
könnte für einen CIA-induzierten, regulatorischen Mechanismus sprechen, der auf der Ebene 
des Knochenmarks wirksam wird. Dadurch können bisher unbekannte Abläufe wirksam 
werden, die zu einer gehemmten Kathepsin K-Aktivität bzw. Enzymmenge führen und so eine 
weitere Degradation des Knochens verhindern. Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, 
dass in osteoklastogen differenzierten KMM-Kulturen aus chronisch-arthritischen Tieren eine 
signifikant erhöhte Resorption von knochenähnlicher Matrix gemessen wurde, während bis 
zum akuten Zeitpunkt von CIA kein Unterschied zu Osteoklastenkulturen aus NaCl-
behandelten Tieren bestand. Die Expression von Genen, die mit der Aktivität von 
Osteoklasten assoziiert werden wie Kathepsin K, MMP-9, TRAP, Kohlensäureanhydrase II 
und einer Untereinheit der ATPase (tcirg1), ist hauptsächlich in den frühen Phasen (10, 15 
Tage) gehemmt, ausgenommen nur TRAP (20 Tage) und tcirg (40 Tage). Die Diskrepanz 
zwischen den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse und der tatsächlichen 
Resorptionsaktivität lässt sich eventuell durch Unterschiede in der Probennahme für die 
verschiedenen Assays erklären. Proben für die PCR-Analyse wurden nach fünf Tagen 






betrug. Eine ähnliche Erklärung könnte auch für die Unterschiede in der reduzierten 
Kathepsin K-Aktivität nach insgesamt sechs Tagen Kultivierung im Vergleich zu der erhöhten 
Resorption nach vier Wochen Kultivierung verantwortlich sein. Allgemein kann für Langzeit-
Osteoklastenkulturen gesagt werden, dass die Interpretation der Daten sehr schwierig ist, da, 
wie Akchurin et al. gezeigt haben, das Verhalten von Makrophagen und Osteoklasten in 
diesen Kulturen hochgradig variabel ist und eine komplexe Dynamik verschiedener Zyklen 
von Osteoklastogenese auftreten kann (273). Zusätzlich konnten wir in unseren 
Osteoklastenkulturen mit verlängerter Kulturdauer die Proliferation von Zellen beobachten, 
die Verunreinigungen durch Osteoblasten / Stromazellen oder mesenchymale Stammzellen 
darstellen können, die während der KMM-Isolation nicht komplett entfernt wurden, aber 
deren Anzahl so gering war, dass sie in der durchflusszytometrischen Charakterisierung nicht 
auffielen. Die Isolation von KMM über Plastikadhäsion ist eine anerkannte 
Isolationsmethode, aber garantiert keine reine Population. Für den Großteil der 
Osteoklastenexperimente, die einen relativ kurzen Zeitraum von maximal sechs Tagen 
umfassen, stellt die Verunreinigung kein Problem dar. Bei Langzeitversuchen, wie dem 
Resorptionsassay, kann dagegen ein Einfluss der Zellverunreinigung nicht ausgeschlossen 
werden, da diese Zellen im Vergleich zu Osteoklasten und KMM stärker proliferieren und ihr 
Anteil an der Kultur dadurch prozentual zunehmen kann. Durch Interaktion mit Osteoklasten 
und KMM-Vorläuferzellen kann somit die Resorption der Matrix beeinflusst werden. Die 
erhöhte Resorption in der chronischen CIA-Phase, die im Gegensatz zur reduzierten 
Kathepsin K-Aktivität steht, kann also entweder durch Enthemmung der Osteoklastenaktivität 
durch Langzeitkultivierung verursacht werden oder durch Prozesse, die von den 
Zellverunreinigungen aus den arthritischen Ratten induziert werden. 
Unabhängig von der Differenzierung oder Aktivierung von Osteoklasten, könnte eine 
Inhibition der Apoptose den Lebenszyklus von Osteoklasten verlängern und so ebenfalls die 
Entstehung von Knochenerosionen begünstigen. In RA werden im Gelenk anti-apoptotische 
Moleküle wie Bcl-2 und FLIP exprimiert, die das Überleben von Makrophagen, den 
Osteoklastenvorläuferzellen, begünstigen (254, 255). Hohe Expressionsraten von M-CSF und 
RankL dagegen, die ebenfalls im Bereich entzündeter arthritischer Gelenke beschrieben 
wurden (147, 149), fördern das Überleben von Osteoklasten. Wir haben daher den Einfluss 
von CIA auf die Caspase 3/7-Aktivität in Osteoklasten nach Deprivation von M-CSF und 
RankL untersucht. Osteoklasten, die aus dem Knochenmark von arthritischen Ratten 






von M-CSF und RankL auf, die von Tag 10 nach Immunisierung bis in die akute Phase von 
CIA persistierte, aber in der chronischen Phase nicht mehr messbar war. Parallel dazu war die 
Genexpression des anti-apoptotischen Moleküls Bcl-2 deutlich erniedrigt (10-40 Tage nach 
Immunisierung) und die Expression von pro-apoptotisch wirkendem c-myc signifikant erhöht 
(20 und 40 Tage nach Immunisierung). Normal kann die Expression von Bcl-2 die Induktion 
von Apoptose über c-myc inhibieren (274), aber durch die reduzierte Genexpression von Bcl-
2 geht diese protektive Wirkung verloren und ein allgemein pro-apoptotischer Phänotyp wird 
wirksam. Diese Beobachtung könnte eine initiale regulatorische Gegenmaßnahme des 
Organismus darstellen, um eine übermäßige Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung zu 
verhindern. Beispielsweise werden schon sehr früh in der Arthritis Signale, wie die ACPA 
gegen citrulliniertes Vimentin, auf der Zelloberfläche von Osteoklastenvorläuferzellen 
exprimiert, die die Osteoklastogenese begünstigen (146). In der chronischen Phase reduziert 
sich, mit dem Absinken der Konzentrationen pro-inflammatorischer Mediatoren, der pro-
osteoklastogene Stimulus und der induzierte Mechanismus kann wieder abgeschaltet werden, 
da andere Effekte, wie anti-resorptive Kathepsin K-Hemmung, einem weiteren Knochenabbau 
entgegenwirken können. 
Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Dissertation deutlich gezeigt werden, dass die 
Differenzierung von KMM zu Osteoklasten durch CIA wenig beeinflusst wurde, die Aktivität 
dagegen vor allem in der chronischen Phase moduliert wurde. Die Ergebnisse zur 
Resorptionsaktivität sind nicht eindeutig alleinigen CIA-Effekten auf die 
Osteoklastenaktivität zuzuordnen. Wir konnten sehr deutlich zeigen, dass durch CIA die 
Apoptose-Sensitivität durch M-CSF/RankL-Deprivation von der frühen bis zur akuten Phase 
der Arthritis erhöht wurde und so einer überschießenden Osteoklastenaktivierung 
entgegensteuern kann. 
5.3.1 Genexpressionsanalyse Osteoklasten-assoziierter Markergene 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde auch die Expression einer Vielzahl von Genen 
quantifiziert, die mit der Differenzierung und Aktivität von Osteoklasten sowie dem M-CSF-
Rezeptorsignalweg assoziiert sind. Die Genexpressionsanalyse von Rezeptoren für ACh, NA 
und VIP wird im nächsten Abschnitt diskutiert. Die Genexpressionsanalysen korrelierten 
nicht mit den beobachteten zellulären Effekten. So war zwar die Genexpression von 
Differenzierungsmarkern reduziert, aber die Anzahl der Osteoklasten wurde durch CIA nicht 






Aktivität zu beobachten war, die auf Genexpressionsebene nicht sichtbar wurde. Da 
Genexpressionsänderungen sich nicht immer auf Proteinebene auswirken und vice versa, kann 
diese Diskrepanz durchaus plausibel sein. Allerdings konnte bei der Auswertung der 
Genexpressionsdaten ein deutlicher Einfluss der CIA-Zeitpunkte herausgearbeitet werden. Für 
alle Gene, ausgenommen c-myc, konnte ein inhibierender Einfluss von CIA auf die 
Expression festgestellt werden, der sich vor allem in der asymptomatischen Phase und mit 
dem Auftreten der ersten Symptome manifestierte. Verschiedene Arbeitsgruppen haben 
mittels Microarrays die Genexpression in peripheren Blutmonozyten, Knochenmarkszellen 
oder Biopsien des Synovialgewebes von RA-Patienten oder aus mRNA, isoliert aus den 
entzündeten Pfoten und peripheren Blutmonozyten von Tieren mit CIA, auf Unterschiede zu 
gesundem Gewebe untersucht. Bisher wurden Unterschiede in der Genexpression 
verschiedener metabolischer Signalwege in Zellen aus RA- und OA- Gewebe oder gesundem 
Gewebe gefunden, aber es sind nur wenige Daten bezüglich Osteoklasten-spezifischer Gene 
verfügbar. Olsen et al. konnten zeigen, dass man anhand der Genexpressionsprofile von 
peripheren Blutmonozyten, Arthritispatienten in einem frühen Krankheitsstadium von denen 
in späteren Stadien unterscheiden kann (275). In frühen Stadien waren dabei Gencluster 
reguliert, die mit immunregulatorischen Stoffwechselwegen, Neoplasie, Transkription, 
Translation und Zellzyklus assoziiert waren. In einem murinen Arthritismodell wurde 
dagegen gezeigt, dass im Gewebe von entzündeten Pfoten die Genexpression von Genen, die 
in Transkription und Zellzyklus involviert sind, hochreguliert war im Vergleich zu gesundem 
Gewebe (276). Interessanterweise wurde die Expression von csf1 (M-CSF), dem csf1-
Rezeptor (M-CSF-Rezeptor) sowie von Akt1, einer Proteinkinase aus dem Rezeptorsignalweg 
von M-CSF, in mRNA aus Pfoten von CIA-Tieren in der frühen, akuten und chronischen 
Phase nachgewiesen (277). Es konnte nur in der frühen CIA-Phase eine minimale 
Hochregulation von M-CSF nachgewiesen werden und keine Änderungen in den späten 
Phasen, so dass M-CSF und der Signalweg des M-CSF-Rezeptors vielleicht eher zu den 
weniger regulierten Genclustern in späten CIA-Phasen gehört, was wir durch unsere Studie 
bestätigen konnten. Neben Spezies-Unterschieden spielen vor allem auch die untersuchten 
Kompartimente eine wichtige Rolle. Shou und Kollegen konnten durch den Vergleich von 
Microarray-Daten aus peripheren Blutmonozyten mit Daten aus dem Gewebe entzündeter 
Pfoten zeigen, dass es nur marginale Übereinstimmungen der regulierten Gencluster zwischen 
den beiden Kompartimenten gab, obwohl die involvierten biologischen Prozesse ähnlicher 






Genexpressionsrate, wie wir ihn in unseren Analysen nachgewiesen haben, war in der 
Literatur nicht zu finden. Das liegt vielleicht an der Tatsache, das Knochenmark-Zellen 
weniger durch CIA beeinflusst werden als beispielsweise Zellen des Synovialgewebes, wo die 
mRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine und Osteoklastenmarkergene wie 
Kathepsin K, TRAP und Rank-Rezeptor vergleichsweise stark erhöht war (279). 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Genexpression von Osteoklastenmarkern 
und Molekülen des M-CSF-Rezeptorsignalweges vor allem in der asymptomatischen Phase 
und mit beginnender Arthritis durch CIA gehemmt wurde, sich aber, abgesehen von dem 
Einfluss auf die apoptotische Aktivität von Osteoklasten, nur in geringem Umfang auf 
zellulärer Ebene ausgewirkt hat. 
5.4 Einfluss sympathischer Neurotransmitterstimulation auf die Osteoklastogenese 
von Knochenmark-Makrophagen 
Um die Reaktivität der differenzierten Osteoklasten auf die Stimulation mit ACh, NA und 
VIP zu gewährleisten, wurde die Genexpression einer Vielzahl von deren Rezeptoren in 
Osteoklasten, die aus den KMM arthritischer Tiere differenziert wurden, relativ zur 
Genexpression dieser Rezeptoren in Osteoklasten aus den KMM von Kontrolltieren 
analysiert. Wir konnten die mRNA verschiedener Rezeptoren für ACh, NA und VIP 
nachweisen und durch CIA wurde besonders die Expression des muskarinergen ACh-
Rezeptors M3, VIP-Rezeptor 1 und PACAP-Rezeptor 1 sowie des 2-Adrenozeptors, im 
Vergleich zur mRNA-Expression von Osteoklasten/KMM aus Kontrolltieren, gehemmt. Im 
Zeitverlauf wurde deutlich, dass die Expression der Rezeptoren im Gegensatz zu den 
Osteoklastenmarkergenen nicht allein in den frühen Phasen betroffen war, sondern alle 
Phasen der CIA betraf. Im Zeitverlauf der Arthritis konnten zusätzlich CIA-Einflüsse auf die 
Expression von ACh-Rezeptor M5, Adrenozeptor 1D und 2B sowie VIP-Rezeptor 2 
festgestellt werden. Die Expression des M5 ACh-Rezeptors in CIA-Osteoklasten zeigte im 
Zeitverlauf die intensivste Regulation mit einer starken Hemmung 10 Tage nach 
Immunisierung (-3,5) und der stärksten Induktion 20 Tage nach Immunisierung (+2,75), was 
die Vermutung nahelegt, das der Rezeptor in der Regulation der Osteoklastogenese eine 
wichtige Rolle spielen könnte. Der Einfluss muskarinerger ACh-Rezeptoren auf die 
Osteoklastogenese wurde bisher noch nicht beschrieben, nur die Expression in Osteoblasten-
ähnlichen Zellen und anderen Knochenzellen konnte bisher nachgewiesen werden (280). 






Rezeptoren hochreguliert, obwohl zu allen anderen Zeitpunkten CIA einen eher hemmenden 
Einfluss auf die Genexpression hatte. Die hochgradige Entzündungsreaktion, die zu diesem 
Zeitpunkt in den Tieren im Gang war, kann dementsprechend andere, teilweise schon früh 
induzierte Prozesse, überlagern und so mögliche gegenregulatorische Mechanismen 
aushebeln. Die Beobachtung kann aber auch bedeuten, dass der Regulation durch 
Neurotransmitter in der inflammatorischen Phase der Arthritis eine besondere Bedeutung 
zukommt. Im Gegensatz zur Genexpression wurde die per Immunfluoreszenzfärbung 
qualitativ analysierte Proteinexpression und -lokalisation von PACAP-Rezeptor 1, ACh-
Rezeptor M5 und der Adrenozeptoren 1D, 2B und 2 zu keinem Zeitpunkt nach 
Immunisierung beeinflusst. Ein Einfluss von CIA auf Downstream-Effekte der Rezeptor-
assoziierten Signalwege mit einhergehenden Änderungen in der Effektorfunktion der 
Osteoklasten nach Rezeptoraktivierung durch den entsprechenden Liganden, ist jedoch 
möglich, wie auch für den 2-Adrenozeptor im Tiermodell der Adjuvant-induzierten Arthritis 
gezeigt werden konnte (233).  
Stimulation mit ACh, NA und VIP während der Osteoklastogenese hatte unterschiedliche 
Auswirkungen auf die Anzahl der differenzierten Osteoklasten. Durch ACh wurde die Anzahl 
der Osteoklasten, die aus CIA- und Kontroll-KMM differenziert wurden, erhöht. Im 
Zeitverlauf der Arthritis wurde deutlich, dass die Osteoklastogenese von CIA-KMM vor 
allem 15 Tage nach Immunisierung betroffen war, während Kontroll-KMM 40 Tage nach 
NaCl-Behandlung verstärkt auf die Stimulation mit ACh reagierten. Tanaka et al. zeigten, 
dass Stimulation mit Nikotin gegensätzliche Effekte auf die Osteoklastogenese hatte (208). In 
dieser Studie wurde durch Inkubation mit Nikotin die Anzahl der Osteoklasten leicht erhöht 
sowie eine größere Anzahl von Resorptionslakunen gefunden, wohingegen der 
Kalziumausstrom und auch die Größe der Resorptionsfläche auf Dentin verringert waren. Da 
die Effekte durch Inhibition der nikotinergen Rezeptoren mit -Bungarotoxin geblockt 
werden konnten, wurde postuliert, dass der 7 nAChR der Vermittler der beobachteten 
Veränderungen sein müsse. Der 7 nAChR konnte im Verlauf dieser Doktorarbeit weder auf 
Osteoklasten noch auf Knochenmark-Makrophagen, wie unter 5.2. erwähnt, detektiert 
werden. Stattdessen wurde die Expression der muskarinergen ACh-Rezeptoren M3 und M5 
auf Osteoklasten gefunden, die, wie oben erwähnt, im Zusammenhang mit Osteoklasten 
bisher noch nicht beschrieben wurden. Bisher wurde nur die Expression von mRNA des M3 
ACh-Rezeptors in den mononukleären Blutzellen von Ratten detektiert (281) sowie die 






Knochengewebe (280). Der Einfluss von ACh auf die Osteoklastogenese, der in dieser Arbeit 
beschrieben wurde, könnte daher durch muskarinerge Rezeptoren vermittelt werden oder 
durch andere nikotinerge Rezeptortypen, die hier nicht untersucht wurden. Für ACh wurden 
mitogene Effekte auf Ratten-Astrozyten und humane Astrozytomzellen beschrieben, die über 
muskarinerge Rezeptoren vermittelt werden (282). Möglicherweise wirkt ACh also nicht 
direkt osteoklastogen, sondern fördert die Proliferation von Vorläuferzellen, die dann zu einer 
erhöhten Anzahl von Osteoklasten differenzieren können. NA-Effekte auf die 
Osteklastenanzahl waren dosisabhängig, so führte Stimulation mit 10-6M NA via -
Adrenozeptorsignalvermittlung zu einer Reduktion der Osteoklastenanzahl, während 10-8M 
NA über -Adrenozeptoren die Osteoklastogenese verstärkte. Die jeweiligen Effekte 
variierten abhängig vom beobachteten Zeitpunkt nach Immunisierung bzw. NaCl-
Applikation: der Einfluss von 10-6M und 10-8 M NA auf CIA-Osteoklasten konnte 
vorwiegend in den frühen Arthritis-Phasen beobachtet werden, während Osteoklasten aus 
Kontrollen sowohl früh nach NaCl-Applikation als auch in späten Phasen betroffen waren. In 
der Literatur werden 2-adrenerg vermittelte Reaktionen immer mit einer verstärkten 
Osteoklastogenese assoziiert. Beispielsweise induziert die Stimulation des -Adrenozeptors 
eine verstärkte Osteoklastenbildung in RAW264.7-Zellen und murinen Knochenmarkzellen 
durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (283). Die Induktion der 
Osteoklastogenese wird dagegen in unserem System eher -adrenerg vermittelt. Arai et al. 
konnten die Expression der -Adrenozeptoren 1B und 2B auf Osteoklasten-ähnlichen 
multinukleären Zellen nachweisen, aber Stimulation mit dem 1-Agonisten Phenylephrin 
hatte keinerlei Einfluss auf die Osteoklastogenese, so dass die Rolle der -adrenergen 
Rezeptoren in der Osteoklastogenese recht ungenau definiert ist (205). Im Unterschied zum 
experimentellen Aufbau dieser Doktorarbeit, haben Arai et al. den adrenergen Stimulus in 
ausdifferenzierten Osteoklasten gesetzt, während in der vorliegenden Arbeit gleichzeitig mit 
Induktion der osteoklastogenen Differenzierung auch der adrenerge Stimulus zugegeben 
wurde, was ein Grund für die unterschiedlichen Beobachtungen sein könnte. Der Einfluss der 
Neurotransmitter auf die Kernanzahl von Osteoklasten war vergleichbar mit den Effekten auf 
die Gesamtzahl von Osteoklasten. Einzig für VIP konnte eine interessante Beobachtung 
gemacht werden. In den KMM aus NaCl-behandelten Tieren induzierte Stimulation mit VIP 
während der Differenzierung eine höhere Anzahl sehr großer Osteoklasten. Der Effekt wurde 






Einfluss von VIP unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen und 
andererseits beweist es die anti-inflammatorische und in diesem Fall eher anti-resorptive 
Eigenschaft von VIP in Arthritis. Diese Beobachtung wird dadurch unterstrichen das VIP, als 
Nanomedizin in Mizellen verpackt, die Auswirkungen experimenteller Arthritis abmildern 
konnte (284). 
Stimulation mit ACh, NA und VIP hatte unterschiedliche Effekte auf die Kathepsin K-
Aktivität. Die enzymatische Aktivität wurde durch 10-6M ACh, sowohl in 
Osteoklastenkulturen von arthritischen als auch von NaCl-behandelten Ratten induziert, was 
durch die Erhöhung der Osteoklastenanzahl nach ACh-Stimulation erklärt werden kann. VIP 
reduzierte die Kathepsin K-Aktivität in Zellkulturüberständen von CIA- und Kontroll-
Osteoklasten. Literaturdaten zeigten, dass die Wirkung von VIP auf Osteoklasten weniger die 
Differenzierung beeinflusst, sondern vor allem die Osteoklastenaktivität betrifft (285). Wir 
konnten dagegen zeigen, dass VIP auch die Differenzierung beeinflusst, da sich vermehrt 
Osteoklasten mit mehr als zehn Zellkernen gebildet haben. Dieser Effekt kann in anderen 
Studien unbemerkt geblieben sein, da die Gesamtanzahl an Osteoklasten unverändert blieb. 
Aus den Ergebnissen unserer Studien können wir außerdem schließen, dass Osteoklasten, die 
aus den KMM von CIA-Ratten differenziert wurden, sensibler auf geringere Konzentrationen 
von VIP reagieren. Im Arthritiszeitverlauf wurde durch VIP die Kathepsin K-Aktivität im 
Zellkulturüberstand von CIA-Osteoklasten mit Beginn der symptomatischen Phase und in der 
akuten Phase reduziert, während im Kulturüberstand von Kontroll-Osteoklasten ab Tag 15 
nach NaCl-Behandlung eine kontinuierliche Reduktion der Kathepsin K-Aktivität durch VIP 
deutlich wurde. Auch NA-Stimulation führte zu einer Inhibition der Kathepsin K-Aktivität im 
Zellkulturüberstand, wobei die höhere Konzentration von 10-6M NA Osteoklasten von CIA 
und Kontroll-Ratten beeinflusste, während 10-8M NA nur die Kathepsin K-Aktivität von CIA-
Osteoklasten beeinflussen konnte. Wenn man den Einfluss von NA im Zeitverlauf der 
Arthritis betrachtet, konnten signifikante Einflüsse auf die Kathepsin K-Aktivität nur im 
Zellkulturüberstand von CIA-Osteoklasten gefunden werden. Durch 10-6M NA wurde die 
Kathepsin K-Aktivität von der asymptomatischen Phase bis zur akuten Phase inhibiert. Der 
inhibierende Einfluss von 10-8M NA war dagegen ausschließlich in der akuten CIA-Phase 
wirksam. Die in der Literatur beschriebene, aktivierende Wirkung von NA über den 2-
Adrenozeptor auf die Osteoklastogenese konnten wir in der vorliegenden Arbeit nicht 
bestätigen. Im Tiermodell der Adjuvant-induzierten Arthritis wurde gezeigt, dass die 






verändertes Phosphorylierungsmuster und Änderungen in der cAMP-Produktion, die 
abhängig vom Arthritiszeitpunkt sowie dem untersuchten Immunkompartiment waren (233) 
und so die unterschiedlichen Beobachtungen unserer Studie erklären können. 
Aufgrund der cAMP-assoziierten Signalwege von NA- und VIP-Rezeptoren vermuteten wir, 
dass cAMP als Vermittler der inhibitorischen Effekte von NA und VIP auf die Kathepsin K-
Aktivität und dosisabhängig auch für inhibitorische NA-Effekte auf die 
Osteoklastendifferenzierung fungiert. Es wurde gezeigt, dass die inhibitorischen Effekte von 
Calcitonin und Forskolin auf die Osteoklastogenese über anhaltende Aktivierung der 
Adenylatzyklase vermittelt werden (286, 287). VIP- und NA-Effekte werden über Gs Protein-
gekoppelte Rezeptorkaskaden geleitet, die zur Aktivierung von Adenylatzyklase und zur 
verstärkten Synthese von intrazellulärem cAMP führen (164, 288). Um die Hypothese zu 
überprüfen, dass erhöhte cAMP-Konzentrationen die inhibitorischen Effekte von NA und VIP 
vermitteln, wurde der Einfluss des Adenylatzyklaseaktivators NKH477 auf die 
Osteoklastenanzahl und die Kathepsin K-Aktivität untersucht. NKH 477 konnte tatsächlich 
Anzahl und Kathepsin K-Aktivität in Osteoklasten, die aus den KMM von arthritischen und 
NaCl-behandelten Tieren differenziert wurden, signifikant hemmen. Die Regulation der 
Kathepsin K-Aktivität durch NA und VIP wird demzufolge über cAMP-assoziierte 
Signalwege vermittelt, während in der Regulation der Osteoklastogenese weitere Signalwege 
involviert sein müssen, da nur 10-6M NA hemmend auf die Osteoklastenanzahl wirkte. Die 
Induktion der Osteoklastogenese durch ACh unterstützt diese Beobachtungen, da die Effekte 
wahrscheinlich über muskarinerge M3 und M5 Rezeptoren vermittelt werden. Diese sind Gq 
Protein-gekoppelt und führen zur Aktivierung von Phospholipase C und darüber zur 
Aktivierung anderer intrazellulärer Zielmoleküle und Effektorfunktionen (167).  
Für die Matrixresorption konnten zusätzlich zu den beobachteten CIA-Effekten in der späten 
Phase keine weiteren Effekte durch Stimulation mit ACh, NA und VIP beobachtet werden, 
ähnlich wie für die Caspase 3/7-Aktivität, wo nur 10-8M NA in Kontroll-Osteoklasten die 
Induktion der Caspase 3/7 verstärken konnte. Die Resorption der extrazellulären Matrix 
könnte durch Effekte, die unter 5.3. beschrieben wurden, beeinflusst worden sein und war 
daher nicht auswertbar. 
Interessanterweise konnten, was bei KMM nicht der Fall war, Effekte von ARR17779 auf 
Osteoklasten beobachtet werden, die nicht mit Lösungsmitteleffekten durch DMSO erklärt 
werden konnten, obwohl der korrespondierende 7 nACh-Rezeptor nicht nachweisbar war. 






konzentrationsabhängig zur vermehrten Induktion von Osteoklasten mit 3-5, 6-10 und mehr 
als 10 Zellkernen, während CIA-KMM nur wenig beeinflusst wurden. Aufgrund der hohen 
Streuung der Daten konnten diese Effekte bei der Bestimmung der Gesamtanzahl der 
Osteoklasten nicht herausgearbeitet werden. Weiterhin wurde durch 10-6 und 10-8M 
ARR17779 die Kathepsin K-Aktivität in den Überständen der CIA-Osteoklastenkulturen 
deutlich gehemmt, während in den Zellkulturüberständen der Osteoklasten aus Kontrolltieren 
eine Reduktion nur nach Stimulation mit 10-8M ARR17779 zu beobachten war. Bisher sind 
keine Studien über den Einfluss von ARR17779 auf Osteoklasten oder deren Kathepsin K-
Aktivität bekannt. Für den nikotinergen Rezeptoragonisten Nikotin gibt es allerdings 
widersprüchliche Aussagen: Tanaka et al. konnten zeigen, dass Nikotin, im Gegensatz zu 
unseren Beobachtungen, die Bildung großer Osteoklasten mit vielen Zellkernen eher 
inhibierte. Die Autoren konnten allerdings ebenfalls beobachten, dass die mRNA- und 
Proteinexpression von Kathepsin K durch Nikotin reduziert wurde (208), was die Befunde 
unserer Arbeit stützen würde. Die Möglichkeit besteht, dass die Expression des 7 AChR 
durch ARR17779-Stimulation in den Osteoklasten erst induziert wurde und dementsprechend 
durch den Agonisten-vermittelte Effekte beobachtet werden konnten. So wurde in der Studie 
von Tanaka et al. auch gezeigt, dass durch Nikotin die Expression des 7 nAChR weiter 
verstärkt wurde. ARR17779 führte zur Reduktion der Kathepsin K-Aktivität und das 
Ansprechen des 7 AChR könnte daher als anti-resorptiver Faktor in Osteoklasten wirksam 
sein. 
CIA moduliert die Reaktivität von Osteoklasten auf sympathische 
Neurotransmitterstimulation mit ACh, NA und VIP und könnte so die Adaptation an lokal 
veränderte Konzentrationen der Neurotransmitter ermöglichen. NA und VIP haben klare anti-
resorptive, protektive Effekte durch Inhibition der Kathepsin K-Aktivität, die 
höchstwahrscheinlich über Erhöhung des intrazellulären cAMP-Gehalts vermittelt werden. Im 
Gegensatz dazu bewirkte ACh eine Erhöhung der Kathepsin K-Aktivität, die über 
muskarinerge Rezeptoren induziert werden könnte. Die Beteiligung muskarinerger 
Rezeptoren an der Regulation der Osteoklastenaktivität ist bisher noch nicht gezeigt worden. 
Der anti-inflammatorische Rezeptor 7 nAChR wird möglicherweise durch spezifischen 







Makrophagen sind Vorläuferzellen von Osteoklasten, deren übermäßige Aktivierung in 
Rheumatoider Arthritis (RA) zur Erosion des gelenknahen Knochens beiträgt. 
Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems wie Noradrenalin (NA), Acetylcholin 
(ACh) und vasoaktives intestinales Peptid (VIP) wirken als Modulatoren der Arthritis. 
Arthritis induziert Veränderungen in der lokalen synovialen Innervierung, die ein lokal 
verändertes Neurotransmitter-Mikromilieu erzeugen. Knochen- und Periostzellen können 
Faktoren exprimieren, die in der Lage sind, eine Veränderung des katecholaminergen 
Phänotyps von Nervenfasern in einen cholinerg / peptidergen (VIP) Phänotyp zu induzieren 
und somit eine neue regulatorische Neurotransmitterumgebung zu schaffen. In einem DA-
Rattenmodell der Kollagen Typ II-induzierten Arthritis (CIA) sollte daher der Einfluss der 
Neurotransmitter ACh, NA und VIP auf zelluläre und metabolische Eigenschaften von 
Knochenmark-Makrophagen (KMM) und deren Osteoklastogenesekapazität in verschiedenen 
Arthritisstadien untersucht werden. 
Sowohl KMM als auch Osteoklasten exprimieren Rezeptoren für ACh, NA und VIP und 
können somit auf Neurotransmitterreize reagieren. Die Genexpressionsrate verschiedener 
Rezeptorgene wird durch CIA in Osteoklastenkulturen größtenteils gehemmt, aber auf 
Proteinebene wurden nach qualitativer Auswertung keine Unterschiede in der 
Rezeptorexpression und -lokalisation der Adrenozeptoren 1D, 2B und 2, dem 
muskarinergen ACh Rezeptor M5 sowie dem alternativen VIP-Rezeptor PACAP-Rezeptor 1 
festgestellt. Bemerkenswert ist, dass die Expression muskarinerger ACh Rezeptoren zuvor 
noch nicht auf Osteoklasten nachgewiesen wurde. Einflüsse von CIA auf die intrazelluläre 
Signalkaskade können aber nicht ausgeschlossen werden und sind in dieser Arbeit nicht 
analysiert worden. 
Auffällig war, dass nach Isolierung über Plastikadhärenz, die Anzahl der KMM aus akut 
arthritischen Ratten signifikant kleiner war im Vergleich zu Kontrollratten. Parallel war 
dagegen der Anteil der myeloiden Zellpopulation im nativen Knochenmark durch akute CIA 
stark erhöht, was den erhöhten Bedarf an Immunzellen in Entzündungsreaktionen 
widerspiegelt. Als Ursache der reduzierten KMM-Anzahl nach Isolierung konnte eine starke 
Hemmung der Plastikadhäsion von KMM aus arthritischen Ratten beobachtet werden. Parallel 
dazu war die Adhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix wie Kollagen Typ I und 
Fibronektin in der chronischen Phase der Arthritis gehemmt, die in vivo zu einer Inhibition 






Entzündung verhindern könnte. Die Adhäsion an Kollagen Typ I und Laminin wurde in 
KMM aus Kontrolltieren durch NA gehemmt, während CIA-KMM keine Reaktion zeigten. 
Die Plastikadhäsion wurde dagegen durch NA in Kontroll-KMM verstärkt, während CIA-
KMM keine Reaktion nach NA-Stimulation zeigten, dafür aber eine verstärkte  
Plastikadhärenz nach VIP-Stimulation. Dadurch konnte deutlich gezeigt werden, dass CIA die 
NA-gesteuerte Adhäsion moduliert und dass zumindest bezüglich der Adhärenz an Plastik, 
VIP die Anergie der CIA-KMM gegenüber NA-Stimulation kompensieren kann.  
Des weiteren wurden schon früh nach der Immunisierung Mechanismen induziert, die zu 
einer Hemmung der Proliferationskapazität von KMM hauptsächlich in CIA-Phasen mit 
geringer oder keiner Entzündung führen. Im akuten CIA-Stadium wird der hemmende 
Einfluss durch unbekannte Mechanismen aufgehoben und führt, unter Berücksichtigung der 
reduzierten Adhäsion, eher zu einer verstärkten Proliferation von KMM. Anti-proliferative 
Effekte von NA, ACh und VIP auf Kontroll-KMM wurden durch CIA moduliert und 
teilweise gehemmt. Bezüglich der Caspase 3/7 Aktivität induziert CIA mit dem Auftreten 
erster Symptome einen Switch in der Reaktivität nach Stimulation mit ACh, NA und VIP, der 
protektiv auf KMM wirkt. Damit haben wir deutliche Hinweise auf eine CIA-induzierte 
Regulation der Neurotransmitter-Reaktivität von KMM erhalten, die abhängig von der 
jeweiligen CIA-Phase ist und zelluläre Prozesse wie Adhäsion, Apoptose und Proliferation 
betrifft.  
Ein weiterer wichtiger Punkt, der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist die Osteoklastogenese 
von KMM in verschiedenen Stadien experimenteller Arthritis und der gleichzeitige Einfluss 
der Neurotransmitter ACh, NA und VIP. CIA verändert die Osteoklastogenese von KMM 
nicht auf der Differenzierungs-, aber auf der Aktivitätsebene, wie durch eine Hemmung der 
Kathepsin K-Aktivität im Kulturüberstand von Osteoklasten gezeigt wurde. Eine Hemmung 
der Produktion oder Aktivität von Kathepsin K wäre als eine Gegenmaßnahme des 
Organismus zu verstehen, die einen weiteren Abbau der Knochenmatrix verhindern oder 
verlangsamen könnte. Eine verstärkte Caspase 3/7-Aktivität nach M-CSF/Rankl-Deprivation 
in Osteoklastenkulturen aus CIA-Ratten, könnte ebenfalls  eine regulatorische Maßnahme des 
Organismus darstellen, um der großen Anzahl von Osteoklasten in den gelenknahen Regionen 
entgegenzuwirken. Die Genexpressionsrate verschiedener Differenzierungs- und 
Aktivierungsmarker wurde durch CIA phasenabhängig gehemmt, scheint sich aber nicht auf 






Zusätzlich dazu konnten wir einen starken inhibierenden Effekt von NA und VIP auf die 
Osteoklastenaktivität beobachten, der vor allem auf einer Hemmung der Kathepsin K-
Aktivität beruhte und in vivo protektiv für die Knochenmatrix wäre. Vermittelt wird dieser 
Effekt zumindest teilweise über den cAMP-Signalweg, wie wir durch entsprechende 
Experimente mit einem Adenylatzyklase-Agonisten nachweisen konnten. Konträr dazu wurde 
durch ACh die Kathepsin K-Aktivität und die Matrixresorption verstärkt, sowie die Anzahl 
der gebildeten Osteoklasten erhöht. Die im Gegensatz dazu beobachtete dosisabhängige 
Hemmung der Osteoklastogenese und verstärkte Caspase 3/7-Aktivität nach Stimulation mit 
NA/VIP unterstützt den Befund, dass das cholinerge und adrenerge Nervensystem 
Gegenspieler in der in vitro-Osteoklastogenese und womöglich auch in der CIA-Pathogenese 
darstellen. 
Die Modulation der Sensitivität gegenüber der Stimulation mit ACh, NA und VIP durch CIA 
ermöglicht Osteoklasten eine Adaptation an Veränderungen in der lokalen 







Macrophages are key players in Rheumatoid Arthritis (RA) and provide the source of 
precursor cells for osteoclasts. Osteoclasts are bone resorbing cells responsible for the 
destruction of periarticular bone in rheumatoid lesions. Neurotransmitters of the sympathetic 
nervous system like acetylcholine (ACh), noradrenaline (NA) and vasoactive intestinal 
peptide (VIP) act as modulators of RA. Changes in local innervation induced by arthritis 
change local neurotransmitter composition and concentration and provide a novel regulatory 
environment for osteoclasts and their respective precursors, bone marrow-derived 
macrophages (BMM). This thesis therefore intended to analyze the influence of ACh, NA and 
VIP on intrinsic metabolic properties of BMM and their osteoclastogenic capacity in the 
context of various stages of a collagen type II-induced arthritis (CIA) model in DA rats. 
Both, osteoclasts and BMM express receptors for and therefore respond to ACh, NA and VIP 
stimulation. We detected that gene expression is affected by CIA but the effects do not 
manifest on protein level as we have shown for adrenoceptors 1D, 2B, 2, muscarinic ACh 
receptor M5 and the alternative VIP receptor PACAP receptor 1. Nevertheless, an influence 
of CIA on intracellular signaling cascades of these receptors cannot be excluded. 
One striking observation of this thesis was the reduced number of isolated BMM after 
separation from native bone marrow via plastic adherence at the acute CIA stage in 
comparison to control BMM numbers. This observation was in strong contrast to enhanced 
numbers of myloid cells (belonging to the macrophage proportion) in native bone marrow 
preparations, reflecting the enhanced need for immune cells in inflammatory conditions. As 
the reason for this observation we identified a strongly decreased adhesion of BMM to plastic 
induced by CIA in the acute stage of disease. This effect was accompanied by a strong 
reduction of adhesion to collagen type I and fibronectin in the chronic stage which may inhibit 
the in vivo migration of BMM and therefore prevent the induction of new inflammatory 
processes. NA inhibited adhesion to collagen type I and laminin in BMM from control 
animals whereas CIA BMM were anergic to NA stimulation. Translation into in vivo 
conditions suggests that local NA cannot prevent CIA BMM from migration and thus 
promotes inflammation. Oppositely, NA enhanced plastic adhesion of control BMM and had 
again no effect on CIA BMM. In CIA BMM, VIP instead leads to enhanced plastic adhesion 
possibly representing a compensatory mechanism. The results point to CIA as a modulator of 
NA-driven adhesion to plastic and other molecules of the extracellular matrix, like collagen 






that lead to impaired proliferative activity exclusively at non- and low-inflammatory stages. 
Inflammatory conditions in vivo may override the underlying effects and restore or even 
enhance proliferation. Anti-proliferative effects of NA, ACh and VIP on BMM from control 
rats were altered and dampened by CIA. Regarding caspase 3/7 activity, CIA induced a 
switch in BMM reactivity towards stimulation with ACh, NA and VIP, clearly protecting 
BMM from apoptosis induced by these neurotransmitters. These data suggest that CIA stage-
dependently induces changes in neurotransmitter reactivity of BMM leading to alterations in 
metabolic properties like adhesion, apoptosis and proliferation. 
We also observed changes in osteoclastogenesis of BMM induced by CIA acting rather on 
activity than on differentiation. We detected inhibition of cathepsin K activity in the cell 
culture supernatant of osteoclasts generated from BMM of arthritic rats thereby possibly 
providing a countermeasure of the organism to prevent further bone destruction. Another 
regulatory mechanism which could prevent excessive osteoclast formation is the enhanced 
sensitivity of CIA osteoclasts to deprivation of M-CSF and RankL that was apparent early 
after induction of CIA. Although CIA clearly affects gene expression of osteoclast activity 
and differentiation markers in a time-dependent manner, those alterations do not become 
evident on cellular level. 
Additionally, we suggest that NA and VIP have mostly protective effects preventing bone 
matrix degradation by inhibition of cathepsin K activity, an observation which is probably 
attributed to an increased cAMP signaling via Gs protein-coupled receptors. Oppositely, we 
report an enhancing effect of ACh on cathepsin K and resorptive activity presumably 
mediated via muscarinic receptors. Increased osteoclast numbers upon ACh stimulation and a 
dose-dependent decrease in osteoclast numbers and increased caspase 3/7 reactivity by 
NA/VIP stimulation corroborates the assumption of opposite effects of the cholinergic and 
adrenergic nervous system on in vitro osteoclastogenesis and consequently CIA severity. We 
suggest that CIA modulates sensitivity towards neurotransmitter stimulation in osteoclasts 
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A.dest   Aqua bidest 
ACh   Acetylcholin 
ACPA   anti-citrullinated peptide antibody 
ACR   American College of Rheumatology 
Akt1   RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 
AP-1   activator protein 1 
APC   antigen-präsentierende Zelle 
AR   Adrenozeptor 
ATP   Adenosintriphosphat 
BCA   Bicinchoninsäure 
Bcl-2   B cell lymphoma 2 
BLM   basolaterale Membran 
bp   base pair 
BrdU   5-Bromo-2‘-deoxyuridine 
BSA   bovines Serum-Albumin 
bzw.   beziehungsweise 
ca.   circa 
CAII   Kohlensäureanhydrase II 
cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 
CD   cluster of differentiation 
cDNA   complementary DNA 
CFA   komplettes Freund Adjuvant 
ChAT   Cholinacetyltransferase 
CIA   Kollagen Typ II-induzierte Arthritis 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
COMP   cartilage oligomeric matrix protein 
COX   Zyklooxygenase 
CREB   cAMP response element-binding protein  
csfR   colony stimulating factor 1 receptor 
CTLA4  cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
CTR   Calcitoninrezeptor 
CYB5A  cytochrome b5 
DA   Dark Agouti 
DAPI   4’,6-diamidino-2-Phenylindol 
DC-STAMP  dendritic cell-specific transmembrane protein  
DMARDS  disease-modifying anti-rheumatic drugs 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Deoxyribonukleinsäure 
DTT   Dithiothreitol 
EBV   Eppstein-Barr-Virus 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EMR1   EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1 
EULAR  European League against Rheumatism 





FCGR3A  low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor III-a 
FITC   Fluorescein-Isothiocyanat 
FKS   fötales Kälberserum 
FLIP   FLICE inhibitory protein 
Foxo3   Forkhead box protein O3 
FoxP3   forkhead box P3 
FSC   forward scatter 
FSD   funktionale sekretorische Domäne 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
Grb2   Growth factor receptor-bound protein 2 
GWAS  genome-wide association studies 
HGF   hepatocyte growth factor 
HLA   human leukocyte antigen 
HMBG1  high mobility group-box 1  
HSZ   hämatopoetische Stammzelle 
hu   human 
i.m.   intramuskulär 
IFA   inkomplettes Freund Adjuvant 
IFN   Interferon 
Ig   Immunglobulin 
IL   Interleukin 
iNOS   induzierbare NO-Synthase 
IRAK1  interleukin-1 receptor-associated kinase 1 
ITAM   immunoreceptor tyrosine-based activation motif  
Kb   Kilobase 
KMM   Knochenmark-Makrophagen 
mAChR  muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor 
MAPK  mitogen-activated protein kinase  
MCP-1  monocyte chemoattractant protein 1 
M-CSF  macrophage colony stimulating factor 
MHC   major histocompatibility complex 
MIF   macrophage migration inhibitory factor  
Min.   Minute 
MIP-1   macrophage inflammatory protein 1 
MITF   microphthalmia-induced transcription factor 
mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
NA   Noradrenalin 
nAChR  nikotinerger Acetylcholin-Rezeptor 
NaCl   Natriumchlorid 
NEMO  NFkB essential modulator  
NFATc1  nuclear factor of activated T cells cytoplasmic 1 
NFkB   nuclear factor of kB  
nm   Nanometer 
NO   nitric oxide 
NPY   Neuropeptid Y 





NSAID  nicht-steroidale anti-inflammatorische Medikamente 
OPG   Osteoprotegerin 
OSCAR  osteoclast-associated receptor  
PACAP  pituitary adenylate cyclase-activating peptide 
PADI4   peptidyl arginine deiminase type IV 
PBMC   periphere Blutmonozyten 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   polymerase chain reaction 
PDGF   platelet-derived growth factor 
PE   Phycoerythrin 
PI   Propidiumiodid 
PlGF   placental growth factor 
PNS   parasympathisches Nervensystem 
POD   Peroxidase 
pSTA5  phosphorylated-signal transducer and activator of transcription 5 
PTHrP   parathyroid hormone-related peptide 
PTPN22  protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22, lymphoid 
qRT-PCR  quantitative real-time PCR 
RA   Rheumatoide Arthritis 
RankL   receptor activator of nuclear factor kB ligand 
RASF   RA Fibroblasten-ähnlicher Synoviozyt 
RB   ruffled border 
RF   Rheumafaktor 
RIN   RNA Integrity Number 
RL   Resorptionslakune 
rpm   revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 
rRNA   ribosomale Ribonukleinsäure 
RT   Raumtemperatur 
SCID   severe combined immunodeficiency 
Sek.   Sekunde 
SEM   standard error of the mean 
SNS   sympathisches Nervensystem 
SOS1   Son of sevenless homologe 1 
SP   Substanz P 
SSC   side scatter 
STAT4  signal transducer and activator of transcription 4 
Std.   Stunde 
SZ   sealing zone 
TCR   T-Zell-Rezeptor 
Tg   transgen 
TGF   transforming growth factor 
TH   Tyrosin-Hydroxylase 
Th-Zelle  T-Helferzelle 
TNF   Tumor-Nekrosefaktor 
TRAF1  TNF receptor associated factor 1 





u. a.   unter anderem 
UV   Ultraviolett 
u. v. m.  und viele mehr 
v. a.   vor allem 
VAChT  vesikulärer Acetylcholin-Transporter 
VDCC   voltage-dependent calcium channels  
VEGF   vascular endothelial growth factor 
VIP   vasoaktives intestinals Peptid 
vs.   versus 
w/v   weight per volume 
z. B.   zum Beispiel 
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